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Resumo

A familia Psittacidae possui 332 espécies de papagaios, periquitos e afins, e os
taxons Neotropicais formam um grupo monofilético (tribo Arini), dentro desta
tribo esta o género Aratinga. A sistematica deste género é mal resolvida, com
poucos estudos morfoldgicos e algumas filogenias moleculares que apontam
gue nao seja monofilético. Porém, é preciso destacar que esses estudos nao
amostraram uma quantidade representativa de espécies do género, o que
deixa essas relagfes incertas. Para melhor compreender a historia evolutiva do
género Aratinga, realizamos uma analise filogenética com 21 das 22 espécies
do género, o tdxon monotipico Nandayus nenday que € proximamente
relacionado a algumas espécies de Aratinga e representantes de outros
géneros da tribo Arini. Foram sequenciados cinco genes mitocondriais (12S,
16S, citocromo b, NADH2, COIIll) e um nuclear (RAG-1). As filogenias obtidas
por maxima verossimilhanca e andlise Bayesiana foram congruentes e indicam
a auséncia de monofilia do género Aratinga. A maioria das espécies do género
foi posicionada em trés clados com alto suporte, mas que ndo se apresentam
agrupados em um clado monofilético. Estes trés clados sdo congruentes com
grupos previamente propostos com base em caracteres morfologicos.
Nandayus nenday esta dentro de um destes clados, que € grupo irmao de um
clado que contém outros quatro géneros da tribo Arini. A Unica espécie que nao
foi incluida em nenhum destes clados € Aratinga acuticaudata, que
aparentemente € mais proximamente relacionada aos géneros Diopsittaca e
Guarouba. A maioria dos eventos de divergéncia das espécies do género
Aratinga nesses diferentes clados parece ter ocorrido nos ultimos 5 milhées de
anos (Ma.). Enquanto as estimativas de datas de divergéncias entre 0s
principais clados sugerem que elas ocorreram durante o Mioceno inicial. O
padrdo biogeogréfico da diversificacdo dos clados de Aratinga foi complexo,
possivelmente relacionado com o soerguimento dos Andes, com mudultiplas
colonizacbes da América Central antes e depois do fechamento do Istmo do
Panama e com ciclos glaciais do Pleistoceno. Esses resultados refutam a

monofilia do género e uma revisédo taxonémica do tdxon parece ser necessaria.



Abstract

Family Psittacidae includes 332 species of parrots and all Neotropical taxa form
a monophyletic group (tribe Arini), among those, is the parakeet genus
Aratinga. This genus has an unresolved systematics, with few morphological
studies and some molecular phylogenies suggest that it is not monophyletic.
However, these phylogenies did not include a representative sample of species
of the genus. To better understand the evolutionary history of genus Aratinga,
we conducted a phylogenetic analysis that included 21 of 22 species of the
genus, the monospecific taxon Nadayus nenday that is closely related to some
Aratinga species, plus various taxa from tribe Arini. We sequenced five
mitochondrial (12S, 16S, cytochrome b, NADH2, COIlIl) and one nuclear (RAG-
1) genes. The phylogenies were reconstructed based on maximum likelihood
analysis and Bayesian inference. Relaxed molecular clock estimates were
conducted under a Bayesian analysis for inferring the divergence times of the
phylogeny and to study the biogeographic history of these species. The
phylogenies recovered by both methods were highly congruent and support the
absence of monophyly for genus Aratinga. The majority of the species from the
genus Aratinga was placed in three highly supported clades that did not group
in a monophyletic clade. These three clades match previously suggested
groups based on morphological characters. Nandayus nenday was included in
one of these clades, that is closely related to a clade that contains four other
Arini genera. The only species that was not included in any of these clades was
Aratinga acuticaudata, that seems to be more closely related to the genera
Diopsittaca and Guarouba with high support values. Most of the speciation
within the Aratinga clades may have occurred during the last 5 Mya., but the
divergence times between these clades seems to have occurred during the
early Miocene. The biogeograhic pattern of the diversification of the Aratinga
clades was complex, possibly related to the history of the Andes, multiple
colonization of Central America before and after the closure of the Panama
Isthmus and also Pleistocene glacial cycles. These results further refute the
monophyly of genus Aratinga and a taxonomical revision may be necessary for

the taxon.



1. Introducéo

1.1 Sistematica Filogenética

A idéia central da biologia evolutiva, introduzida por Darwin em 1859 em
sua obra The Origins of Species, € que todas as espécies, apesar de suas
diferencas, sdo geradas por descendéncia com modificacdo a partir de
ancestrais comuns (Baum et al., 2005). A arvore filogenética, ou filogenia, é o
diagrama ramificado que representa as relacbes de ancestralidade entre
diferentes espécies (Ridley, 2004) e o método usado na inferéncia dessas
arvores, assim com a interpretagcdo da informacdo que essas arvores nos
trazem, € de suma importancia. Para a sistematica filogenética, a classificacédo
biolégica deve refletir relacbes de parentesco entre as espécies, evidenciadas
por uma hipotese filogenética explicita, uma filogenia (Amorim, 2002).

O grande marco do pensamento evolutivo da sistematica filogenética se
deu com a publicagéo do livro Phylogenetic Systematics por Willi Hennig em
1966, em que o autor propde um método de inferéncia de arvores filogenéticas,
assim como uma base tedrica para a interpretacdo das relagdes obtidas nas
arvores inferidas (Amorim, 2002). Nesse contexto, o autor definiu o conceito de
grupo monofilético, que € “um conjunto de espécies incluindo uma ancestral e
todas as suas espécies descendentes”, que pode ser definido também como
um agrupamento de espécies descendentes de uma espécie ancestral comum
e exclusiva (Amorim, 2002), ou seja, uma linhagem evolutiva Unica, que possui
uma histéria exclusiva. Logo, diversos tipos de agrupamentos taxondémicos
feitos com base em morfologia, levaram a formacdo de diversos grupos nao
monofiléticos, que ndo refletem uma relacdo de parentesco mais proxima entre
as espécies agrupadas. Por exemplo: “Pisces” representa um grupo né&o
monofilético, visto que pelas andlises filogenéticas mais recentes, 0s
Sarcopterygii incluem os Tetrapoda, sendo a inclusdo de Tetrapoda no taxon
“Pisces” necessaria para tornar este mondfilético; “Reptilia” também é um
grupo nao monofilético, visto que Crocodylomorpha forma um grupo
monofilético com Aves, os Archosauria, o que faria a inclusdo de Aves em
“‘Reptilia” necessaria para tornar este monofilético (Amorim, 2002). Atualmente
na sistematica filogenética, devem ser aceitos preferencialmente grupos

monofiléticos na classificacdo e por causa disso, diversos trabalhos de



sistemética filogenética tém proposto alteracdes na classificagcdo, com base
nas filogenias encontradas (Helbig et al., 2005; Amaral et al., 2009; Benz e
Robbins, 2011).

Em um artigo de 2008, Omland e colaboradores discutem a importancia
do pensamento evolutivo filogenético para toda a biologia. Deve-se tomar um
cuidado especial no momento de interpretar uma analise filogenética com a
nocdo de uma escala do progresso da vida. Os autores apontam que iSso é
verificado praticamente para todos os campos da biologia, em muitos trabalhos
nos mais diversos tipos de revistas cientificas, inclusive de alto impacto, o que
torna esse um problema global da biologia. Os autores defendem que nenhum
taxon vivente pode ser considerado ancestral ou derivado, pois isso
inevitavelmente reflete a escala do progresso. Esses taxons sao todos
contemporaneos, logo, podemos somente definir estados ancestrais e
derivados dos caracteres com base na filogenia, o que nédo implica que um
organismo com um caractere ancestral ser “menos evoluido” que um
organismo com a forma derivada, pois todas as espécies viventes sao
formadas por um misto de caracteres derivados e ancestrais.

A inferéncia filogenética foi feita inicialmente com base em dados
morfologicos de espécies viventes e fosseis, porém atualmente emprega-se
cada vez mais a andlise de dados moleculares na construcdo de filogenias,
com diversos métodos para encontrar a hipétese que melhor explica a histéria

evolutiva de um determinado grupo de organismos (Ridley, 2004).

1.2 Métodos de Sistematica Molecular

Diversos métodos podem ser empregados na inferéncia filogenética a
partir de um conjunto de dados. Dentre os principais métodos utilizados, estao
a parcimonia, os métodos de distancia e os métodos estatisticos (Nei e Kumar,
2000). Esses métodos podem ser aplicados a dados moleculares (sequéncias
de DNA e de aminoacidos) e a dados morfolégicos. Aqui vamos abordar
somente o uso dessas metodologias com dados de sequéncias de DNA.

Os primeiros métodos de inferéncia de hipoteses filogenéticas foram os
métodos de méaxima parcimoénia, devido a seu principio simples e aplicavel a
sistemas biolégicos em geral e também de sua rapida computacdo. Ele se

baseia no principio da parcimonia, pela qual a explicagdo mais aceita € a que



necessita do menor nimero de mudancas, ou seja, 0 menor numero de
alteracbes (no nosso caso, mudancas nucleotidicas; Felsenstein, 2004). Logo,
guando utilizamos o método de parcimbnia para inferir rela¢des filogenéticas, o
objetivo é encontrar a arvore com menor numero de passos (mudancas
nucleotidicas).

Nos métodos de distancia, inicialmente as distancias entre cada par de
taxons analisados s&o calculadas assumindo um modelo evolutivo de
substituicdo nucleotidica. Essa matriz de distancia é entdo utilizada na
obtencdo da arvore (Nei e Kumar, 2000). Existem diversos meétodos de
agrupamento baseados em distancia e, em geral, sdo relativamente eficientes
na reconstrucao de arvores (Felsenstein, 2004).

Ha varios modelos de substituicdo nucleotidica que podem ser
organizados hierarquicamente com o aumento de parametros considerados.
Dentre os mais simples, esta o de Jukes e Cantor (1969) que considera que a
taxa de substituicdo nucleotidica é a mesma para todas as alteracoes
possiveis, havendo a mesma probabilidade de ocorréncia para todos o0s
nucleotideos (Pereira et al., 2001). Outros modelos, como o de Hasegawa e
colaboradores (1984, 1985) e o de Felsenstein (1981), consideram que taxas
de transicao e transversao podem ser diferentes e que a frequéncia das bases
nao é igual, o que, em geral, € mais proximo da realidade (Pereira et al., 2001).
O modelo mais complexo € o Modelo Geral de Reversao ao Longo do Tempo
(Rodriguez et al., 1990), que considera taxas de substituicdo nucleotidica
independentes para cada alteracdo, de acordo com a frequéncia e a taxa de
substituicdo encontradas. O uso desses modelos pode ajudar a diminuir o
efeito negativo de altas taxas de substituicdo nucleotidica que podem resultar
em multiplas substituicbes em um mesmo sitio. Assim, métodos de inferéncia
filogenética que modelam substituicbes nucleotidicas podem superar esses
problemas (Huelsenback et al., 2001).

Os métodos estatisticos para inferéncia filogenética mais utilizados
atualmente sdo: o de maxima verossimilhanca e a andlise Bayesiana. No
método de méaxima verossimilhanga, é definido a priori um modelo evolutivo de
substituicdo nucleotidica ao qual os dados melhor se adéquam, o que acomoda
a variacado encontrada na matriz de dados (Felsenstein, 2004). Esse método
utiliza o célculo da verossimilhanca (L) segundo a férmula: L = Prob(D/T), que



calcula a probabilidade de os dados (D) explicarem a hipotese testada (a
arvore, T), de acordo com o modelo de substituicdo nucleotidica selecionado. A
andlise é feita para cada um dos sitios separadamente, sendo que a somatéria
desses valores de toda a matriz corresponde a verossimilhanga da arvore
analisada. A arvore que maximiza a verossimilhanca € entdo selecionada com
base em buscas heuristicas, que utilizam rearranjos a partir de uma arvore
inicial aleatéria para acelerar o procedimento (Nei e Kumar, 2000). Como o
namero de arvores possiveis cresce de maneira exponencial com os tdxons
analisados (por exemplo, o numero aproximado de arvores enraizadas
bifurcantes para 20 taxons é de 10%%; Felsenstein, 2004), inferir a arvore mais
provavel analisando todas as arvores possiveis € um procedimento
matematicamente impraticaAvel atualmente, principalmente quando s&o
analisados muitos taxons, o que torna necessario o uso de algoritmos que
aceleram o processo, com aproximacdes das estimativas que reduzem muito o
tempo de computacao (Felsenstein, 2004).

Além da reconstrucdo da hipotese filogenética, é necessario estimar o
suporte estatistico das relagdes encontradas na arvore inferida. Uma maneira
de avaliar o suporte de ramos de topologias obtidas por maxima parcimoénia,
distancia e maxima verossimilhanca é o uso de bootstrap ndo paramétrico
(Felsenstein, 1985). O bootstrap se baseia na reamostragem aleatéria dos
sitios da matriz de sequéncia de dados original, sendo que alguns sitios podem
ser amostrados mais de uma vez e outros podem n&ao ser amostrados. A nova
matriz de dados gerada, com o mesmo tamanho da matriz original, é entdo
utilizada para inferir uma nova arvore filogenética, utilizando o0 mesmo método
de inferéncia. Esse processo € repetido centenas de vezes, sendo que a cada
repeticdo a arvore produzida € armazenada e com base nessas arvores é
calculada a porcentagem de vezes que um ramo da arvore original se manteve
nas réplicas. Esse € o valor de bootstrap, que indica o suporte estatistico da
relacdo sustentada pelo nd, de acordo com a matriz de dados (Felsenstein,
2004). O processo de reamostragem por bootstrap ndo-paramétrico requer
bastante tempo computacional, principalmente no caso do método de maxima
verossimilhanca, ja que todo o processo de inferéncia da arvore que maximiza
a verossimilhanca € repetido centenas de vezes. Diversos métodos para

acelerar o processo de inferéncia da arvore de maxima verossimilhanca, assim



como as analises de bootstrap foram desenvolvidos nos ultimos anos (PHYML.:
Guindon e Gascuel, 2003; Guindon et al., 2010; e RAXML Stamatakis et al.
2005; Stamatakis, 2006). Um método de inferéncia rapida muito utilizado
atualmente é o Randomized Axelerated Maximum Likelihood (RAXML), que
utiliza um algoritmo com diversos mecanismos que aceleram em muito a
inferéncia da arvore, sem prejudicar a precisdo da analise (Stamatakis et al.,
2005). Para resolver o problema do tempo necessario para realizar o bootstrap,
os autores desenvolveram um bootstrap heuristico (rapid bootstrap), que
acelera até em 500 vezes 0 processo de reamostragem, quando comparado a
métodos tradicionais (Stamatakis et al., 2008). Esse algoritmo de inferéncia
mais rapida de verossimilhanca (RAXML) e o seu método de rapid bootstrap
associado, também tem vantagens sobre outros métodos de inferéncia rapida,
ndo s6 por ser mais rapido, mas também por executar uma analise mais
exaustiva nas regides com arvores mais provaveis do espaco probabilistico de
arvores, o que resulta em uma arvore final com valores mais altos de
verossimilhanca (Stamatakis et al., 2005).

O método Bayesiano de andlise filogenética leva em conta os conceitos
estatisticos de probabilidade priméria e probabilidade posterior. A probabilidade
primaria é a probabilidade anterior a coleta dos dados de cada arvore ser a
melhor. Como em geral ndo se conhece qual seria a melhor arvore, se assume
a mesma probabilidade para todas as possiveis arvores. Ja a probabilidade
posterior € calculada baseada na probabilidade primaria e na verossimilhanca
das arvores encontradas (Huelsenbeck et al., 2001). A andlise de cada arvore
inclui o célculo de todas as combina¢cbes de tamanho de ramo e valores de
parametros do modelo de substituicdo nucleotidica ao qual os dados melhor se
adequam e definido a priori.

Atualmente é impossivel realizar esse processo analiticamente, logo é
realizada uma aproximacéo da probabilidade posterior usando métodos como o
a Cadeia Markov de Monte Carlo (MCMC), que utiliza o principal algoritmo
utilizado para andlises Bayesianas atualmente, o algoritmo Metropolis. Esse
algoritmo inicia a analise com uma arvore aleatéria (T;), em seguida é sorteada
uma arvore vizinha (T;) no espago probabilistico de arvores. As probabilidades
de cada arvore séo calculadas e a razdo dessas probabilidades € estimada

(Ty/T;). Se esta razdo for maior ou igual a 1, a nova arvore € aceita como arvore



atual. Caso o valor seja menor que 1, € sorteado um namero entre 0 e 1, e se
este for inferior ao valor da razdo, a nova arvore é aceita como arvore atual.
Caso o valor seja maior que a razdo, a arvore vizinha é rejeitada e a arvore
inicial é considerada novamente a arvore sob analise. A partir dessa arvore
atual novamente se escolhe uma arvore vizinha no espaco de probabilistico de
arvores e 0 processo se reinicia. A tendéncia desse processo € que arvores
com probabilidades cada vez maiores serdo escolhidas, porém, por
eventualmente aceitar arvores com menores probabilidades, o processo ndo
fica preso a em uma regido subdtima de probabilidade no espaco de arvores
possiveis, 0 que permite que o meétodo selecione com maior precisdo as
melhores arvores no espaco de arvores possiveis (Felsenstein, 2004).

Esse processo € infinito e segue em cadeia com milhdes de geracoes,
até que um platd de arvores igualmente provaveis seja atingido. E preciso
lembrar que as condi¢des da analise sdo definidas pelo pesquisador: o nimero
de geracdes da cadeia, assim como o intervalo entre essas em que as arvores
amostradas serdo armazenadas para o universo de arvores finais selecionadas
(por exemplo, normalmente se define uma analise com 10 milhdes de
geracdes, em que a cada mil geracfes as estatisticas da arvore analisada e a
topologia da arvore sdo armazenadas, resultando em um universo de arvores
finais de 10 mil arvores). Outro ponto importante € que geralmente a andlise é
feita em duas ou mais corridas independentes, cada uma com um numero de
cadeias de Markov executadas. E verificada se ha uma convergéncia entre
essas corridas independentes, que se originaram de diferentes pontos do
espaco probabilistico de arvores possiveis, 0 que é um forte indicativo de que o
platdé de arvores de maior probabilidade foi atingido na andlise. A partir desse
universo de arvores selecionadas, € feito um burnin para excluir as primeiras
arvores armazenadas (que correspondem ao inicio do processo, quando as
probabilidades ainda n&o atingiram o platd) e, com o restante das arvores, €
construida uma arvore consenso (Felsenstein, 2004).

A proporcao de vezes (gera¢des) que um determinado ramo da arvore €
observado no universo de arvores apos a remoc¢do do burnin é considerada
como uma aproximacdo valida de sua probabilidade posterior. Essa
probabilidade posterior, também encontrada para cada ramo da arvore

consenso, é uma medida da sustentacdo dos ramos internos de uma filogenia



inferida pelo método Bayesiano, sendo assim, analoga a reamostragem de
arvores pelo método de bootstrap (Huelsenbeck et al., 2001).

Comparagfes entre os diferentes métodos de inferéncia filogenética
mostram que, em geral, quando séo utilizadas sequéncias de DNA longas
(acima de 1000 pb) os resultados de todos os métodos de inferéncia
filogenética tendem a convergir (Nei e Kumar, 2000). Porém, é preciso destacar
gue, para sequéncias curtas, com muitas amostras analisadas, o método de
maxima parciménia muitas vezes reconstréi a arvore incorretamente, problema
este menos comum utilizando métodos de distancia e estatisticos (Nei e
Kumar, 2000). Possivelmente o fato de esses dois tipos de métodos de
inferéncia permitirem incorporar modelos de substituicdo nucleotidica, pode
corrigir diversos tipos de problemas (ex. substituicdes multiplas; Huelsenback
et al., 2001).

1.3 Métodos de Datacao Molecular

A sistematica molecular ndo apenas permite a inferéncia de arvores
filogenéticas com base nas sequéncias moleculares, como também estimar os
tempos de divergéncia entre linhagens dessas arvores, quando uma calibracéo
esta disponivel para os taxons analisados. O principio basico utilizado na
datacao molecular é a hipétese do relégio molecular, que propde que a taxa de
substituicdo de aminoacidos ou nucleotideos é aproximadamente constante
durante o periodo evolutivo das linhagens (Zuckerkandl e Pauling, 1962). A
presenca de uma taxa aproximadamente constante de evolucéo foi incialmente
encontrada em estudos com hemoglobina, citocromo c¢ e fibrinopeptideos
(Zuckerkandl e Pauling, 1962; Margoliash, 1963; Doolittle e Blombéack, 1964;
respectivamente).

O relégio molecular mais amplamente utilizado é a taxa de substituicdo
de 2% de nucleotideos por milhdo de anos no DNA mitocondrial, que foi
proposta inicialmente para mamiferos (Brown et al., 1979). Essa taxa foi
testada em aves (Shields e Wilson, 1987) e é muito utilizada em estudos
filogenéticos (Ribas e Miyaki, 2004; Garcia-Moreno, 2004; Lovette, 2004). Em
um teste feito para calibracdo do relégio molecular de aves, Weir e Schluter
(2008) verificaram que apesar da taxa de 2% ter sido corroborada para

diversas ordens de aves, em alguns grupos como Psittaciformes, ela foi



refutada e encontrar um reldgio universal para esses grupos seria algo mais
dificil.

Antes de aplicar uma taxa fixa de substituicdo para datar as divergéncias
em uma filogenia é necesséario testar se a as sequéncias moleculares
analisadas apresentam uma taxa homogénea e constante. O teste de razéo de
verossimilhanca (likelihood ratio test) permite verificar se a hipotese de relogio
molecular é rejeitada ou ndo estatisticamente, com base na comparacao entre
uma topologia sem relégio e uma topologia com relégio forcado, caso a
diferenca de probabilidade entre as duas arvores for significante, a hipotese de
existéncia de reldgio molecular é rejeitada (Posada e Crandall, 1998).

Métodos mais recentemente desenvolvidos conseguem lidar com
heterogeneidade na evolucdo de sequéncias, como o método de penalized
likelihood (Sanderson, 2002) e os métodos Bayesianos (Thorne et al., 1998;
Kishino et al., 2001; Drummond e Rambaut, 2007). Os métodos mais utilizados
atualmente sdo o0s Bayesianos, principalmente executados no programa
BEAST (Bayesian evolutionary analysis by sampling trees, Drummond e
Rambaut, 2007), pois permitem estimar e incorporar diversos parametros como
relégios moleculares estritos com taxa fixa definida, diferentes opcbes de
relégios moleculares relaxados, que lidam com a heterogeneidade na evolucao
dos diferentes ramos, assim como calibragdo fossil na andlise. O programa
utiliza cadeias Markov de Monte Carlo (MCMC) para estimar os parametros das
arvores e testar hipoteses com as sequéncias moleculares analisadas
(Drummond e Rambaut, 2007).

1.4 Familia Psittacidae

Uma das mais antigas ordens de aves, Psittaciformes caracteriza-se
pelo formato curvado do bico, em que a maxila superior apresenta-se curvada,
envolvendo a maxila inferior, que apresenta uma curvatura para cima
(Forshaw, 1989). A ordem Psittaciformes possui duas familias, Cacatuidae e
Psittacidae. Psittacidae € uma das mais importantes e diversas familias de
aves, representada pelas araras, periquitos, maracanas, papagaios e afins. A
familia possui 332 espécies descritas, organizadas em 78 géneros que ocorrem
na regido neotropical, na Africa, sul da Asia e Oceania (Collar, 1997). De

acordo com a International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2009),
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atualmente ha 94 espécies da familia Psittacidae sob algum nivel de ameaca
de extincdo. Muitas das espécies ameacadas da familia Psittacidae sofreram
com a perda de habitat (Collar, 1997) e, associado a isso, h& captura por
traficantes de animais silvestres (Sigrist, 2006), por causa da grande
popularidade desses animais, com plumagens maravilhosas e a habilidade de
imitar a voz humana.

Dentro da familia Psittacidae ha duas subfamilias, Loriinae (com
distribuicdo na regido da Australdsia) e Psittacinae (que possui nove tribos de
psitacideos globalmente distribuidos). As relacdes entre os grupos da familia
Psittacidae foram estudadas em diversas filogenias, que indicam uma histéria
complexa do grupo, sendo que diversas tribos ndo sdo monofiléticas e a
subfamilia Loriinae esta relacionada em um clado com representantes da
Africa, Australasia e Indo-Malasia de tribos da subfamilia Loriinae (Wright et al.,
2008; Schweizer et al., 2010; Schweizer et al., 2011).

O taxon mais diverso da familia Psittacidae € a tribo Arini, da subfamilia
Psittacinae, com 148 espécies descritas, representando todas as espécies
neotropicais de psitacideos (Collar, 1997). O estudo filogenético mais
detalhado da tribo Arini incluiu 29 espécies, de 25 dos 30 géneros da tribo
(Tavares et al., 2006), indicando sua monofilia, também encontrada em estudos
com maior amostragem de psitacideos néo Arini (Wright et al., 2008; Schweizer
et al., 2011). Nesse estudo a tribo apareceu dividida em trés clados com alto
suporte (figura 1): um clado de pequenos periquitos (parrotlets: Clado A), um
clado com espécies de papagaios, caturritas curicas e afins (Clado B) e um
clado com espécies de araras, marianinhas, tiribas e afins (Clado C). Nessa
andlise, trés géneros da tribo Arini apresentaram-se ndo monofiléticos,

Aratinga, Pionopsitta e Amazona.
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Figura 1: Andlise Bayesiana de géneros da tribo Arini. Valores ao lado dos nés referentes aos
bootstrap da analise de verossimilhanca e probabilidades posteriores da analise Bayesiana.
Modificado de Tavares et al. (2006).

1.5 Género Aratinga

O género Aratinga, pertencente a tribo Arini e presente no registro féssil
h& ao menos dois milhdes de anos (Collar, 1997), tem distribuicdo neotropical e
engloba atualmente 22 espécies (para detalhes morfolégicos de cada espécie,
ver abaixo), sendo o taxon Nandayus nenday considerado proximamente

relacionado as espécies do género Aratinga (Collar, 1997):

Aratinga acuticaudata: Descrita originalmente como Psittacus acuticaudatus
Vieillot, 1818, Paraguai. Possui distribuicdo ampla e disjunta na América do Sul
(nordeste da Colombia; norte da Venezuela; interior do nordeste, sul e
sudoeste do Brasil; leste da Bolivia;, Paraguai; norte da Argentina e oeste do

Uruguai). Encontrada em habitats secos em geral, como cerrado, savanas,
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chaco, florestas ndo inundaveis e florestas de galeria. Distribui-se de 400 a
2650 metros de altitude, alimenta-se de frutos e sementes, inclusive invadindo
cultivares de milho e leguminosas. N&o € considerada globalmente ameacada
pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga aurea: Descrita originalmente como Psittacus aureaus J. F. Gmelin
1788, Bahia. Essa espécie, segundo alguns autores, forma uma super-espécie
com A. canicularis, tem distribuicdo ampla na América do Sul (sul do Suriname;
norte, centro e interior do sul do Brasil; sudeste do Peru; leste da Bolivia,;
Paraguai e norte da Argentina). Ocorre em geral em habitats secos, como
savanas, cerrado, palmerais, florestas de galeria, campos rupestres com
muitos arbustos, se movendo de &reas campestres e florestadas para
forragear. Distribui-se de 0 a 600 metros de altitude, alimentando-se de
sementes, folhas, ocasionalmente de cupins e larvas de insetos. Ndo €

considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga auricapilla: Descrita originalmente como Psittacus auricapillus Kuhl,
1820, Bahia, geralmente considerada formando uma super-espécie com A.
maculata, A. solstitialis e A. jandaya, endémica do Brasil (da Bahia ao Parana).
Comum em bordas de florestas semi-deciduas, forrageando em regifes de
vegetacdo mais aberta, explorando até pastos e campos agricolas. Distribui-se
de 0 a 2180 metros de altitude, alimentando-se de frutos e sementes, peste
agricola durante o século XIX, quando era mais comum. Considerada
vulneravel pelo CITES |Il, devido a degradacdo de seus habitats e
possivelmente o trafico de animais silvestres (Collar, 1997).

Aratinga brevipes: Descrita originalmente como Conurus holochlorus var.
brevipes Lawrence, 1871, llha de Socorro. E endémica dessa ilha do oeste do
México. Proximamente relacionada e muitas vezes considerada como
subespécie de A. holochlora. Presente em florestas de Bumelia socorrensis,
llex socorrensis e Guettarda insularis, geralmente acima de 500 metros de
altitude. Alimenta-se de sementes e da polpa dos frutos dessas espécies de
plantas, considerada vulneravel pelo CITES II, devido a sua distribuic&do restrita
(Collar, 1997).
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Aratinga cactorum: Descrita originalmente como Psittacus cactorum Kubhl,
1820, sudeste do Brasil. Geralmente considerada como parte de uma super-
espécie com A. pertinax e como sendo um representante de regides aridas
desse taxon. E endémica do Brasil (nordeste do Brasil). Reside em vegetacdes
secas da caatinga, ricas em arbustos e plantas suculentas, matas abertas e
também regibes agricolas e pastos abandonados. H& pouca informacéo sobre
sua dieta, porém, pode eventualmente causar danos a certos cultivares da
regido, como arroz e milho. Nao é considerada globalmente ameacada pelo
CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga canicularis: Descrita originalmente como Psittacus canicularis
Linnaeus, 1789, noroeste da Costa Rica. E considerada como parte de uma
super-espécie com A. aurea. Distribui-se na costa oeste da América Central
(oeste do México a oeste da Costa Rica). Reside em bordas de florestas,
florestas deciduas, pantanos do Pacifico, savanas e areas de vegetacao aberta
arida. Distribui-se principalmente em regifes de baixa altitude, porém chegando
até 1500 metros de altitude, alimenta-se de frutos, flores e sementes. Nao é

considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga chloroptera: Descrita originalmente como Psittacara chloroptera
Souancé, 1856, llha de Sdo Domingos. E morfologicamente similar a A.
leucophthalmus, possivelmente forma uma super-espécie com A. euops, €
endémica da llha de S&o Domingos. Habita desde planicies aridas até
formagdes montanhosas Umidas, onde € mais comum. Ha pouca informacao
sobre sua dieta, com indicios de consumo de frutos como figo e relatos de ser
uma praga de plantacées de milho. Considerada vulneravel pelo CITES I,

devido a sua distribuicao limitada e perda de habitat (Collar, 1997).

Aratinga erythrogenys: Descrita originalmente como Psittacara (psittacus)
Erythrogenys Lesson, 1844, Guayaquil. Distribui-se a oeste dos Andes (oeste
do Equador e noroeste do Peru). Reside principalmente em florestas deciduas
e habitats adjacentes, encontrada em terras cultivadas e bordas de cidades, e

também explora florestas mais Umidas e mesmo desertos com vegetacao
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esparsa. Com alimentacao bastante variavel, principalmente de frutos e flores.

N&o é considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga euops: Descrita originalmente como Sittace euops Wagler, 1832,
Cuba. E endémica de Cuba e, segundo alguns autores, forma uma super-
espécie com A. chloroptera. Habita principalmente savanas, também
explorando areas cultivadas com arvores e bordas de florestas, aparentemente
necessita da proximidade de areas grandes de floresta original. Alimenta-se de
frutos e sementes, tendo sido considerada uma peste agricola no passado.
Considerada uma das mais abundantes espécies endémicas da ilha no
passado, sofreu perseguicdo por ser uma peste agricola e também por perda
de habitat, o que fez sua populacdo cair drasticamente no século XX.
Atualmente é considerada vulneravel pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga finschi: Descrita originalmente como Conurus finschi Salvin, 1871,
Bugaba, Chiriqui, Panama. E considerada por alguns autores como parte de
uma super-espécie com A. leucophthalmus. Distribui-se pela América Central
(sudeste da Nicaragua; Costa Rica e oeste do Panamd), habitando
principalmente matas abertas e bordas de florestas, também explorando
regides agricolas com arvores esparsamente distribuidas e também entrando
em cidades. Distribui-se de 0 a 1650 metros de altitude e se alimenta de frutos
e sementes, por vezes sendo uma peste agricola de plantaces de milho e
leguminosas. N&o é considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar,
1997).

Aratinga holochlora: Descrita originalmente como Conurus holochlorus P. L.
Sclater, 1859, Jalapa, Vera Cruz. Por vezes considerada coespecifica com A.
brevipes e A. rubritorquis. Apresenta uma distribuicdo disjunta com duas
populacdes, uma no noroeste e outra no nordeste do México. Seus principais
habitats séo florestas deciduas, semi-deciduas, perenes e de galeria, também
pantanos do Pacifico, vegetacfes tropicais rasteiras aridas e bordas de
florestas de pinheiros, distribuindo-se de 0 a 2000 metros de altitude. Ha

poucos detalhes da alimentacdo dessa espécie, como sementes e frutos, por
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vezes sendo pestes agricolas. Ambas as espécies ndo sao consideradas

globalmente ameacadas pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga strenua: A espécie A. strenua é muitas vezes considerada uma
subespécie de A. holochlora, como em Collar (1997). No entanto, no presente
estudo estamos adotando a nomenclatura de Clements (2000), que considera
esse taxon como uma espécie diferente de A. holochlora. A. stenua é
morfologicamente muito similar a A. holoclora, tendo um tom mais olivaceo nas
penas e um bico geralmente maior. A. strenua distribui-se do sul do México até
o norte da Nicaragua. Seus principais habitats sédo florestas deciduas, semi-
deciduas, perenes e de galeria, também pantanos do Pacifico, vegetactes
tropicais rasteiras aridas e bordas de florestas de pinheiros. Essa espécie
atinge até 2600 metros de altitude na Guatemala. Ha poucos detalhes da
alimentacdo dessa espécie, como sementes e frutos, por vezes sendo pestes
agricolas. Ambas as espécies ndo sao consideradas globalmente ameacadas
pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga jandaya: Descrita originalmente como Psittacus jandaya J. F. Gmelin,
1788, Brasil. E considerada parte de uma super-espécie contendo A. maculata,
A. solstitialis e A. auricapilla. E endémica do Brasil (nordeste do Brasil, do leste
do Pard e Goias até Alagoas). Necessita de cobertura florestal, habitando
regibes como bordas de florestas Umidas, vegetacbes do topo de morros,
plantacdes de coqueiros, florestas ndo inundaveis e areas abertas adjacentes,
como areas agropastoris, evitando vegetacdes mais aridas. Alimenta-se de
frutos como manga e carana, além de milho e arroz cultivados. Nao é

considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga leucophthalmus: Descrita originalmente como  Psittacus
leucophthalmus P. L. S. Miller, 1776, Guiana. E considerada por alguns
autores como parte de uma super-espécie com A. finschi. Tem ampla
distribuicdo na América do Sul (leste e sudeste da Colémbia; leste do Equador;
Noroeste do Peru; leste da Venezuela; Guianas; norte e leste da Bolivia;
Paraguai; norte da Argentina; norte do Uruguai e praticamente todo o Brasil).
Habita bordas de florestas e savanas adjacentes, matas abertas, florestas de
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crescimento secundario, florestas deciduas e de galeria, florestas de varzea,
até em mangues. Distribui-se principalmente em baixas altitudes, mas chega
até 2500 metros na Bolivia. Alimenta-se de diversos frutos, algumas flores,
sementes e inclusive alguns insetos. Ndo € considerada globalmente
ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga maculata: Descrita originalmente como Psittacus maculatus Statius
Mdiller, 1776, Brasil. Foi considerada como um sindnimo mais recente de A.
solstitialis devido a uma série de erros histéricas da posicao taxonémica dessa
espécie. Em 2005 A. pintoi foi descrita por Silveira e colaboradores e
considerada a vigésima segunda espécie do género Aratinga, porém, como
sugerido por Nemésio e colaboradores (2009), essa espécie corresponde a
anteriormente descrita Psittacus maculatus, sendo posicionada dentro do
género Aratinga, com uma nova nomenclatura, A. maculata. A espécie é
endémica do Brasil (noroeste do Pard). Habita areas abertas com solo arenoso
e com época moderadamente seca, vegetacdo com arvores esparsamente
distribuidas e arbustos. Alimenta-se de frutos e sementes, também com
registros de flores n&o identificadas. E uma espécie muito comum na regiéo e
nao sofre nenhuma pressao aparente, porém ainda sao necessarios estudos
detalhados para determinar o estado de conservacao dessa espécie (Silveira et
al., 2005).

Aratinga mitrata: Descrita originalmente como Conurus mitratus Tschudi,
1844, Peru. E considerada como possivel coespecifica com A. wagleri.
Distribui-se pela regido sul dos Andes (centro do Peru; centro da Bolivia e
noroeste da Argentina). Reside em florestas perenes de montanhas, bordas de
florestas deciduas, florestas secundarias, matagais semi-umidos ou umidos de
montanha, nas regides do interior serrano arido. Distribui-se de 1000 a 3000
metros de altitude, sem informacéo detalhada sobre a dieta. Nao é considerada
globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga nana: Descrita originalmente como Psittacara nana Vigors, 1830,
Jamaica. Possui populacbes com distribuicdo disjunta na Jamaica e na

América Central continental, o que levou alguns autores a considera-las como
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espécies distintas. Distribui-se pela América Central (do nordeste do México
até o oeste do Panama e Jamaica), principal habitat sdo florestas deciduas,
residindo também em florestas densas e Umidas e suas bordas, florestas de
pinheiros, vegetacdo ribeirinha, matagais, plantacfes, areas abertas com
arvores, planicies costeiras e encostas de morros. Alimenta-se de frutos como
figos, flores de Cannabis sativa, também causando danos em cultivares na
Jamaica, principalmente de milho. Ndo é considerada globalmente ameacada
pelo CITES II, porém com redugfes locais, como na subespécie da América
Central, perseguida por ser peste agricola e por perda de habitat com a

remocao de cobertura vegetal (Collar, 1997).

Aratinga pertinax: Descrita originalmente como Psittacus pertinax Linnaeus,
1758, Curacao. Alguns autores consideram que ela forma uma super-espécie
com A. cactorum. E a espécie com maior variacdo geogréfica do género, com
14 subespécies reconhecidas. Distribui-se pela regido norte da América do Sul
(Panam@; Coldombia; Venezuela; Antilhas; Guianas; Brasil), residindo em
savanas e matagais abertos aridos com cactos e acacias, encontradas em
mangues também, florestas tropicais deciduas, bordas de florestas umidas
perenes, explorando plantacbes e pastos com arvores como palmeiras
presentes. Distribui-se de 0 a 1200 metros de altitude, se alimentando
principalmente de sementes cultivadas, sendo uma peste agricola de milho.

N&o é considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga rubritorquis: Descrita originalmente como Conurus rubritorquis P. L.
Sclater, 1887, América Central. Por vezes considerada coespecifica com A.
holochlora, apesar de apresentar morfologia, habitat e comportamento
distintos. Distribui-se pela América Central (leste da Guatemala; El Salvador;
Honduras e norte da Nicaragua), residindo em habitats semi-aridos e semi-
umidos como florestas de pinheiro e carvalho de planaltos e florestas
adjacentes semi-deciduas. Distribui-se de 600 a 1800 metros de altitude, ou
elevacOes superiores, sem informacdes especificas sobre a alimentacdo. Néo é

considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).
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Aratinga solstitialis: Descrita originalmente como Psittacus solstitialis
Linnaeus, 1758, Cayenne. E considerada por alguns autores formando uma
super-espécie com A. jandaya, A. auricapilla e A. maculata. Distribui-se pelo
norte da América do Sul (Guiana, Suriname e norte do Brasil), habitando
savanas abertas e matas de savanas, vales florestados, florestas de varzea e
vegetacdo secundaria. Ha pouca informacdo sobre a alimentacdo, algumas
frutas leguminosas, cactos, entre outros. Ndo é considerada globalmente
ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga wagleri: Descrita originalmente como Conurus wagleri G. R. Gray,
1845, Bogota. E considerada como possivelmente coespecifico com A. mitrata.
Distribui-se na regiao norte dos Andes (Coldmbia; Venezuela; Equador e Peru).
Reside em bordas de florestas perenes de montanhas, florestas deciduas
tropicais, florestas de galeria, matagais de montanha Umidos e semi-umidos,
inclusive formacBes com cactos e parques de cidades, aparentemente
necessita de proximidade de encostas de montanhas para nidificar. Distribui-se
de 350 a 3000 metros de altitude, sem informacbes detalhadas sobre a
alimentacdo, apenas relatos de danos a plantacbes de milho. Nao é

considerada globalmente ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Aratinga weddellii: Descrita inicialmente como Conurus weddellii Deville,
1851, Pebas. Se distribui a leste do norte dos Andes (sudeste da Colémbia;
leste do Equador; leste do Peru; noroeste do Brasil e nordeste da Bolivia).
Habita floresta de varzea, vegetacéo ribeirinha, matas pantanosas secundarias,
matagais e areas abertas, evitando florestas de terra firme. Distribui-se de 0 a
750 metros de altitude, com pouca documentacao de sua alimentagcdo, como

frutos de palmeiras e algumas flores. Ndo é considerada globalmente
ameacada pelo CITES Il (Collar, 1997).

Nandayus nenday: Género monotipico, descrito inicialmente como Psittacus
nenday Vieillot, 1823, Paraguai. E considerado préximo de espécies do género
Aratinga, por vezes posicionado dentro do género. Distribui-se ao sul da
América do Sul (sudeste da Bolivia; sudoeste do Brasil; Paraguai até o norte da
Argentina), habitando florestas de galeria, matas deciduas isoladas e
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palmeirais no Pantanal, também em savanas abertas, pastos, chaco Uumido e
matagais rasteiros e secos. Distribui-se até 800 metros de altitude, ou mais,
alimentando-se de sementes de plantas como palmeiras, frutos, geralmente
obtidos no chdo. N&do é considerada globalmente ameacada pelo CITES i
(Collar, 1997).

Nenhuma filogenia morfolégica foi realizada com as espécies do género
Aratinga e o estudo das relagdes filogenéticas entre os taxons foi realizado em
trabalhos moleculares, com amostragem incompleta do género (Ribas e Miyaki,
2004; Tavares et al., 2004, 2006). O trabalho mais detalhado com um grupo do
género foi um estudo realizado por Ribas e Miyaki (2004), no qual foram
amostradas sete espécies do género Aratinga, o taxon monoespecifico
Nandayus nenday e outros sete géneros de psitacideos relacionados (figura 2).
Nesta analise, baseada em sequéncias de genes mitocondriais (12S, 16S,
citocromo B, regido controladora, total de 2029 pb) Nandayus nenday se
apresentou dentro de um grupo monofilético bem suportado, sendo grupo-
irmédo de um clado com trés espécies do género Aratinga (A. solstitialis, A.
jandaya e A. auricapilla), sendo que A. weddellii seria a espécie irma desse
grupo (figura 2). Esse resultado apontou para a inclusdo de Nandayus nenday
no género Aratinga, além de ter levantado uma forte evidéncia contra a
monofilia do género devido ao posicionamento filogenético de Nandayus
nenday e pela longe posicéo de A. leucophthalmus.

Em outro trabalho feito com uma amostragem menor do género Aratinga
(Tavares et al., 2006), porém com uma grande amostragem de géneros da tribo
Arini e uma matriz de dados maior com cinco genes mitocondriais € um nuclear
(6388 pb), foi encontrado um alto suporte para a relagao entre Nandays nenday
e A. solstitialis, relacdo j4 encontrada em Ribas e Miyaki (2004). O
posicionamento de outras espécies do género foi incerto, porém com forte

evidéncia de auséncia de monofilia do género Aratinga (figura 1).
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Figura 2: Analise filogenética feita por maxima verossimilhanca de espécies do género

Aratinga. Valores ao lado dos nos referentes aos bootstrap. Modificado de Ribas e Miyaki,
2004.

Em um estudo com caracteres morfoloégicos de plumagem, Silveira e
colaboradores (2005) descreveram uma nova espécie do género Aratinga (A.

pintoi, depois verificada como sinGnimo mais recente de A. maculata) e
propuseram trés grupos de espécies para 0 género:
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1) Grupo Aratinga solstitialis: Inclui as espécies A. solstitialis, A.
maculata, A. jandaya, A. auricapilla, A. weddellii e o tAxon monoespecifico
Nandayus nenday (figura 3). Espécies de tamanho mediano (de 28 a 30 cm)
com bico preto. As rémiges séo dorsalmente verdes, com a por¢gdo media azul
e a distal preta; ventralmente sdo pretas, sendo as maiores das asas
geralmente azul marinho. As rectrizes apresentam coloracédo na porgcéao dorsal
geralmente verde, com a ponta em azul marinho; sendo a por¢cao ventral de

coloragéo dominantemente preta.

Figura 3: Espécies do grupo Aratinga solstitialis. A- A. auricapilla, B- A. jandaya, C- A.
maculata, D- A. solstitialis, E- A. weddellii e F- Nandayus nenday. Figuras modificadas de Collar

(1997) e Silveira et al. (2005). Fora de escala.

2) Grupo Aratinga pertinax: Inclui as espécies A. pertinax, A. aurea, A.

nana, A. canicularis e A. cactorum (figura 4). Espécies com tamanho
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relativamente pequeno (de 23 a 26 cm); bico com coloracdo amarelada ou
cinza; coloracdo das penas da parte superior do peito marrom oliva ou
acinzentada; rémiges dorsalmente verde-azuladas e ventralmente cinza-
escuro, rectrizes dorsalmente verdes, com a ponta azulada e ventralmente

olivaceas.

Figura 4: Espécies do grupo Aratinga pertinax. A- A. cactorum, B- A. aurea, C- A. nana, D- A.

canicularis e E- A. pertinax. Figuras modificadas de Collar (1997). Fora de escala.

3) Grupo Aratinga leucophthalmus: Inclui as espécies A.
leucophthalmus, A. acuticaudata, A. mitrata, A. wagleri, A. erythrogenys, A.
finschi, A. euops, A. chloroptera, A. holochlora, A. rubritorquis e A. brevipes
(figura 5). Espécies com tamanho relativamente grande (de 25 a 38 cm); bico
com coloracdo amarelada; plumagem predominantemente verde, geralmente
com tracos vermelhos no rosto, pescoco e na parte ventral das asas; anel
periorbital branco conspicuo; rémiges ventralmente amareladas e rectrizes
dorsalmente verdes e ventralmente olivaceas. A. strenua foi considerada como
subespécie de A. holochlora no trabalho de Silveira e colaboradores (2005).
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Figura 5: Espécies do grupo Aratinga leucophthalmus. A- A. acuticaudata, B- A. brevipes, C- A.
rubritorquis, D- A. leucophthalmus, E- A. wagleri, F- A. chloroptera, G- A. erythrogenys, H- A.
finschi, I- A. euops, J;- A. holochlora, J,- A. strenua. e K- A. mitrata. Figuras modificadas de
Collar (1997). Fora de escala.

1.6 Origem e biogeografia de Psittaciformes

A origem da ordem Psittaciformes e a histdria evolutiva de seus grupos
tém sido alvos de bastante discussdo. Baseando-se na distribuicdo das
espécies viventes e no registro fossil, Glenny (1954) sugeriu a origem de
Psittaciformes no continente Antartico apdés o limite Cretaceo/Terciario, com
subsequentes eventos de dispersdo para a América do Sul, Nova Zelandia e
Austrélia, sendo que a colonizagdo da Africa se deu por mdltiplas migracdes
trans-oceénicas. Assumindo uma data de origem mais antiga para 0 grupo e
também com base no registro féssil e na distribuicdo atual de Psittaciformes,
Cracraft (1973 e 2001) propbs que 0 grupo originou-se ainda no Cretaceo, no
continente da Gondwana. Além disso, ele prop6s que a tectdnica de placas que
levou a separacdo dos continentes teve um papel importante nas primeiras
diversificacdes de Psittaciformes, assim como outras ordens de aves com

distribuicao similar.
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O registro fossil de Psittaciformes ndo é congruente com esse cenario,
visto que a maior parte dos fosseis data do Terciario e do Quaternario, inclusive
com representantes modernos, como em depositos de 2 milhdes de anos atras
(Ma.) que continham representantes dos géneros Aratinga e Cyanoliseus. O
féssil mais antigo conhecido, atribuido a um psitacideo é uma maxila inferior
gue data de aproximadamente 65 Ma. (Stidham, 1998), porém houve criticas
sobre sua identificacdo (Dyke e Mayr, 1999).

Mais recentemente, diversos estudos que incluem datagdo molecular
tém suportado uma origem antiga da ordem, congruente com a hipo6tese de
origem na Gondwana, no Cretaceo entre 110 e 80 Ma. (Hedges et al., 1996;
Cooper e Peny, 1997; van Tuinen e Hedges, 2001; Paton et al., 2002).
Filogenias moleculares de Psittaciformes mais recentemente inferidas tém
suportado uma separacao inicial entre a linhagem que inclui os géneros da
Nova Zelandia e a linhagem que contém o restante dos grupos da ordem,
sendo que a diversificacdo de grande parte destes grupos se deu de forma
relativamente congruente com o padrdo de separacédo dos continentes, o que
reforga a possivel origem na Gondwana (Barrowclough et al., 2004; de Kloet e
de Kloet, 2005; Wright et al., 2008; Schweizer et al., 2010).

Um dos estudos que destacamos abrange grande parte dos géneros da
tribo Arini assim como outros géneros de Psittaciformes (Tavares e
colaboradores, 2006). Nesse artigo foi encontrado um padréo concordante com
a origem na Gondwana e vicariancia subsequente. Nesse trabalho, a analise
de datacdo das divergéncias entre as espécies da tribo Arini (figura 6) foi
calibrada com a data do isolamento da Nova Zelandia (82 Ma.) correspondendo
a divergéncia entre o género Strigops, endémico dessa regido e incapaz de
voar, como o restante dos Psittaciformes. Nesse cenario, a divergéncia entre
as linhagens que originaram a tribo Arini (neotropical) e o grupo australasiatico
data entre 67-51 Ma., 0 que sugere que a separacdo da Australia da Antartica
ocorrida nesse periodo pode ter tido alguma influéncia. A divergéncia entre os
trés principais clados da tribo Arini ocorreu em um intervalo de tempo
relativamente curto, por volta 50 Ma., sendo que na época da separacdo entre
a América do Sul e a Antartica, os trés principais clados ja haviam sofrido
divergéncia. A diversificagcdo do clado B ocorreu praticamente de maneira
constante apos a sua formacédo (figura 6), porém, a grande diversificacdo do
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clado C ocorreu de maneira abrupta entre 30-20 Ma, 0 que corresponde a

formacao de diversos ambientes secos na América do Sul.
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psitacideos da tribo Arini. Modificado de Tavares et al. (2006).
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Em geral, outros autores que analisaram a origem dos Psittaciformes e
seus taxons atuais (Barrouclough et al., 2004; de Kloet e de Kloet, 2005)
utilizaram o mesmo tipo de calibracdo usada em Tavares e colaboradores
(2006). Porém, alguns estudos sugeriram uma origem mais recente para
Neoaves, e, consequentemente, para Psittaciformes (Mayr, 2002; Feducia,
2003) com base no registro fossil tanto da ordem, quanto de outros taxons de
Neoaves. Em um estudo de 2008, Wright e colaboradores, testaram duas
hip6teses de origem da ordem: 1) origem no Cretaceo (Figura 7b) com a
separagdo do ramo de géneros endémicos da Nova Zelandia (Nestor e
Strigops) causada por um evento vicariante ha cerca de 82 Ma., que
corresponde a data minima do isolamento da Nova Zelandia da Gondwana
(McLoughlin, 2001); 2) origem mais recente e de acordo com o registro fossil
(Mayr, 2002) no Terciario (Figura 7a), ou seja, os Psittaciformes modernos se
originaram ha no minimo 50 Ma.. As datas de divergéncia obtidas com a
calibracdo baseada na hipétese de origem no Cretaceo (Figura 7b) sé&o
concordantes com as datas encontradas por Tavares e colaboradores (2006) e
sustentam uma historia evolutiva marcada por vicaridncias devido a deriva
continental, seguidas por dispersdes, principalmente da Asia para a Africa. As
datas de divergéncia obtidas com a hipotese de origem no Terciario sugerem
diversos eventos de dispersao entre continentes, com grandes deslocamentos
por oceanos, 0 que foi considerado pouco provavel pelos autores, apesar de
ser um padréo encontrado em outro trabalho mais recente (Schweizer et al.,
2011). Seja qual for a origem do grupo, a historia evolutiva dos Psittaciformes
foi complexa e envolveu eventos de vicariancia e também alguns casos de
dispersdo trans-oceanica, principalmente na origem dos psitacideos do
continente africano (Wright et al., 2008).
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1.7 Biogeografia da regido neotropical

A histéria da regido neotropical € complexa e envolve diversos eventos
tectonicos, separacdes e conexdes. Depois da inicial quebra da Gondwana, a
separacdo do bloco continental América do Sul/Antartica da Australia ocorreu
no Eoceno, entre 55 e 45 Ma. (Woodbourne e Case, 1996). Ja a separacao da
América do Sul em relacdo a Antartica ocorreu no inicio do Oligoceno, quando
essa ultima foi coberta por gelo (entre 35 e 30 Ma.; Dingle e Lavelle, 1998;
Shevenall et al., 2004). A partir dai, a América do Sul se tornou um “continente
ilha”, completamente isolado do restante das massas continentais por um longo
periodo de tempo, até a conexao com a Ameérica do Norte por volta de 3,1 Ma.
com o fechamento do Istmo do Panama (Coates e Obando, 1996). Esse
isolamento parece ter permitido a diversificagdo de diversos grupos de
organismos por um grande intervalo de tempo, o que foi denominado para
mamiferos de “isolamento expléndido” por Simpson (1980).

Durante seu isolamento, a América do Sul passou por grandes
transformacgdes, devido a mudancas climaticas e principalmente a tecténica de
placas. O soerguimento dos Andes alterou drasticamente a dindmica dos rios e
o clima e influenciou a distribuicdo atual de espécies, assim como parece ter
sido responsavel por diversos eventos de especiacdo em diversos taxons
(Antonelli et al., 2009, Chaves et al., 2011). Talvez a regido mais afetada pelo
soerguimento dos Andes foi a Amazonia, que durante o Paleoceno e o Eoceno
(65 a 33 Ma.) tinha seus principais rios fluindo do leste para o oeste com um
baixo regime sedimentar, denominado de Amazonia “Cratbénica” (Hoorn et al.,
2010). A regido central dos Andes comecou a soerguer no Paleogeno (65 a 34
Ma.) devido a subduccdo da margem da placa do Pacifico (Poulsen et al.,
2010). O soerguimento da regido norte dos Andes se intensificou a por volta de
23 Ma., coincidente com diversificacbes de géneros de animais e plantas
(Hoorn et al., 2010). Paralelamente ao soerguimento do norte dos Andes, no
oeste da Amazonia se formou uma grande regido pantanosa com lagos rasos,
denominada “Sistema Pebas”, com grande diversidade de invertebrados,
crocodilianos e tartarugas (Wesselingh e Salo, 2006; Riff et al., 2010). Porém o
soerguimento de montanhas mais intenso ocorreu durante o Mioceno médio
(12 Ma.) e o Plioceno inicial (4,5 Ma.; Hoorn et al., 2010). Durante esse periodo

a Amazobnia oeste mudou de um sistema lacustre para um sistema fluvial, a
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dindmica dos rios foi alterada e a partir de 10 Ma. os rios passaram a fluir do
oeste para o leste com consequente entrada de nutrientes dos Andes e o atual
rio Amazonas se torna completamente estabelecido a partir de 7 Ma.
(Figueiredo et al., 2009). Essas modificacdes da topografia e do ambiente
amazonico causaram uma grande diversificacdo em toda a regido, porém com
altos niveis de diversidade concentrados na regido oeste da Amazbnia, que
sofreu grande influéncia do soerguimento dos Andes (Hoorn et al., 2010).

Outro evento que certamente foi importante na diversificacdo neotropical
foi o fechamento do Istmo do Panama@, estimado entre 4 Ma. e 3 Ma. (Kirby et
al., 2008; Coates e Obando, 1996; respectivamente). Essa conexao que surgiu
entre a Ameérica do Sul e a América do Norte levou ao evento conhecido como
“Great American Biotic Interchange” (GABI), que foi uma grande troca de
organismos entre os dois continentes, que gerou grande diversificacdo na
regido neotropical (Weir et al., 2009; Hoorn et al., 2010). Estudos indicam que a
presenca da conexdo entre os continentes facilitou a dispersdo de diversos
grupos de aves como Passeriformes (Weir et al., 2009) e Columbiformes
(Johnson e Weckstein, 2011), o que gerou muitas especia¢des trans-istmo
nesses grupos, com a maior frequéncia apos o fechamento do Istmo, por volta
de 3,1 Ma. (Coates e Obando, 1996; Johnson e Weckstein, 2011).
Aparentemente a dispers@o de aves foi assimétrica entre as regides neartica e
neotropical, visto que a fauna neartica pode se adaptar na Ameérica Central a
condicBes similares as da América do Sul antes de a conexdo se completar, o
gue facilitou a entrada de espécies do norte para o sul. Porém, o contrario ndo
foi verificado, sendo que a avifauna da Ameérica do Sul conseguiu colonizar
efetivamente regi6es da América Central, mas ndo na América do Norte, pois
aparentemente ndo teve tempo de se adaptar as novas condi¢cdes (Johnson e
Weckstein, 2011).

As oscilacoes climéaticas do Pleistoceno também parecem ter papel
importante na formacdo da biota atual da América do Sul. A reducdo da
umidade devido ao resfriamento durante os maximos glaciais do Pleistoceno
causou retracdo em diversos ambientes florestais Umidos, gerando
fragmentacdo destes, o que causaria a reducdo da area de distribuicdo de
populacdes de espécies dependentes de florestas e o0 isolamento dessas
populagdes, que poderia acarretar em diversificacdo (Haffer, 1997; Newton,
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2003). Essa hipotese dos refugios pleistocénicos foi inicialmente postulada por
Haffer (1969) e Vanzolini e Willians (1970) para explicar a grande diversidade
da regido amazobnica. Estudos recentes tém indicado que a maioria das
especiacbes na Amazodnia € mais antiga que os ciclos glaciais do Pleistoceno
(Nores, 1999; Santos et al., 2009; Fuchs et al., 2011), o que torna a explicacdo
dos reflgios insuficiente para explicar a grande diversificagdo nesse ambiente,
gue tem uma histéria bastante complexa. Porém a hipétese dos refugios é
bastante consistente com muitas diversificagdes na Mata Atlantica, que possui
trés regides de possiveis refugios florestais identificadas, com base no padréo
de estruturacdo das populacbes de diversas espécies, assim como em
modelagens de nicho ecoldgico (Carnaval e Moritz, 2008; Carnaval et al.,
20009).

2. Objetivos

O objetivo do presente estudo foi obter uma filogenia bem sustentada do
género Aratinga (Aves, Psittacidae) com base em dados moleculares. Essa
filogenia e a datacao dos eventos de diversificacdo permitiram discutir aspectos
biogeograficos da histéria evolutiva do grupo. Com essas informacdes
procuramos contribuir para a caracterizacdo do complexo processo de origem
da tdo exuberante biodiversidade no neotropico. Dentro desse contexto, foi
testada a monofilia do género, dos grupos de espécies propostos por Silveira e
colaboradores (2005) e as relagdes filogenéticas tanto dentro dos grupos como

entre eles.

3. Material e Métodos

3.1 Amostras utilizadas

O DNA de representantes de 13 espécies do género Aratinga foi
extraido a partir de amostras estocadas no acervo de sangue e tecidos do
Laboratério de Genética e Evolucdo Molecular de Aves (LGEMA), Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo. Amostras de DNA de outras seis
espécies do género Aratinga endémicas da América Central foram obtidas por
colaboracdo com Michael Braun e o professor Michael Wink da “Universitaet

Heidelberg”, Alemanha. Sequéncias de outras trés espécies do género Aratinga
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foram obtidas no GenBank (Tabela 2). A Unica espécie com sequéncias de dois
individuos utilizada nesse trabalho foi Aratinga solstitialis, com um individuo
sequenciado neste trabalho e outro cujas sequéncias foram obtidas do
GenBank (ver Discusséo).

Assim, foram amostradas 21 das 22 espécies do género Aratinga
(Tabela 1), além de Nandayus nenday, considerada relacionada com o género.
Para testar a monofilia do género, sequéncias de outros 14 géneros de
psitacideos da tribo Arini foram obtidas no GenBank (Tabela 2; Tavares et al.,
2006; Ribas e Miyaki, 2004). Baseado em um estudo filogenético multigénico
(Clado C da figura 1; Tavares et al., 2006), utilizamos Forpus crassirostris como
grupo externo mais adequado para nossas analises, totalizando 36 taxons nas
andlises filogenéticas. Outros 14 géneros de Psittaciformes foram adicionados
nas analises de datagdo molecular (ver se¢do Datacdo Molecular) e também

estao relacionados na Tabela 2.

Tabela 1: Espécies do género Aratinga amostradas com os numeros de identificacdo

(Id) e procedéncia.

Género Epiteto Id Procedéncia
Aratinga | acuticaudata 5958* Criadouro Stanislau - RJ (Cativeiro)
Aratinga | auricapilla 7881* | Criadouro de Aluisio - Aracatuba, SP (Cativeiro)
Aratinga | brevipes 8873* African Safari Zoo - Puebla, México (Cativeiro)
Aratinga | cactorum 4624* | Colina dos Araguaris - SP (Cativeiro)
Aratinga | erythrogenys 9166* Rio Zoo - RJ (Cativeiro)
Aratinga | holochlora 7321* | Zooldgico de Sorocaba - SP (Cativeiro)
Aratinga |jandaya 11632* | Apreensdo em Jacunda - PA (Natureza)
Aratinga | maculata 9158* Monte Alegre - PA (Natureza)
Aratinga | mitrata 7326* Zoolégico de Sorocaba - SP (Cativeiro)
Aratinga | pertinax 9350* Parque Zoolégico Quinzinho de Barros - RR (Cativeiro)
Aratinga | solstitialis 7527* Zoolégico de Sorocaba - SP (Cativeiro)
Aratinga | wagleri 9162* | Rio Zoo - RJ (Cativeiro)
Aratinga | weddellii 4950* | Vila Bela da Santissima Trindade - MT (Natureza)
Aratinga | canicularis 34417** | Loro Parque, Tenerife (Cativeiro)
Aratinga | chloroptera 34422* | Loro Parque, Tenerife (Cativeiro)
Aratinga | euops 34430** | Loro Parque, Tenerife (Cativeiro)
Aratinga | finschi 34432** | Loro Parque, Tenerife (Cativeiro)
Aratinga | nana 34452* | Loro Parque, Tenerife (Cativeiro)
Aratinga | rubritorquis 34461** | Loro Parque, Tenerife (Cativeiro)
Aratinga |aurea 3978*** | Criadouro Carlos Isoldi (Cativeiro)
Aratinga | leucophthalmus |5722** | Seringal Alianca, rio Itimarf, Acre (Cativeiro)
Aratinga | solstitialis 5674+ | Edislane Barreiros de Souza (Cativeiro)

*. LGEMA-USP, **; laboratorio do Prof. Michael Wink; ***. Sequéncias do GenBank (ver

também Tabela 2).
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Tabela 2: Sequéncias do GenBank utilizadas nas analises filogenéticas e de datacdo molecular. As espécies que ndo apresentam sequéncias do

gene 16S nao foram utilizadas nas andlises filogenéticas, apenas nas andlises de datacdo molecular.

Referéncias: de DQ143208 a DQ143324 e de DQ150989 a DQ15099

(Tavares, 2005).

COlll, ATPS,

Espécie 12S 16S NADH2 CitB ATP8 RAG-1
Anodorhynchus hyacinthinus DQ143208.1 EU197120.1 DQ143311.1 DQ143286.1 DQ143250.1 DQ143329.1
Ara ararauna U70739.2 U70750.2 DQ143315.1 DQ150994.1 DQ143280.1 DQ143340.1
Aratinga aurea U70740.2 U70751.2 DQ143321.1 DQ150993.1 DQ143255.1 DQ143341.1
Aratinga leucophthalmus AF362919.2 AF365412.2 DQ143298.1 AY281253.2 DQ143254.1 DQ143331.1
Aratinga solstitialis DQ143212.1 DQ143229.1 DQ143317.1 DQ143285.1 DQ143270.1 DQ143330.1
Cyanoliseus patagonos DQ143209.1 DQ143233.1 DQ143306.1 DQ143283.1 DQ143251.1 DQ143334.1
Cyanopsitta spixii uU70742.2 DQ143232.1 DQ143310.1 DQ150989.1 DQ143259.1 DQ143336.1
Deroptyus accipitrinus DQ143214.1 U70754.2 DQ143305.1 DQ150992.1 DQ143269.1 DQ143338.1
Diopsittaca nobilis AF362922.2 AF365415.2 DQ143308.1 AF370769.1 DQ143252.1 DQ143335.1
Enicognathus leptorhynchus DQ143216.1 DQ143235.1 DQ143314.1 DQ143287.1 DQ143256.1 DQ143332.1
Forpus crassirostris DQ143215.1 DQ143236.1 DQ143300.1 DQ143294.1 DQ143263.1 DQ143325.1
Guarouba guarouba AY286198.2 AY286215.2 DQ143309.1 DQ150990.1 DQ143253.1 DQ143333.1
Nandayus nenday AY274019.1 u70757.2 DQ143299.1 AY219915.2 DQ143257.1 DQ143326.1
Orthopsittaca manilata AF362924.2 AF365417.2 DQ143301.1 DQ150991.1 DQ143273.1 DQ143337.1
Pionites leucogaster DQ143213.1 DQ143245.1 DQ143312.1 DQ143288.1 DQ143274.1 DQ143342.1
Primolius auricollis AF362926.2 AF365419.2 DQ143302.1 DQ150995.1 DQ143258.1 DQ143343.1
Pyrrhura leucotis DQ143210.1 DQ143230.1 DQ143307.1 DQ143289.1 DQ143277.1 DQ143353.1
Rhynchopsitta pachyrhyncha DQ143211.1 DQ143234.1 DQ143303.1 DQ143297.1 DQ143278.1 DQ143339.1
Amazona farinosa DQ143219.1 - AY194461.1 DQ143282.1 DQ143260.1 DQ143346.1
Amazona xanthops DQ143218.1 - DQ143316.1 DQ143293.1 DQ143261.1 DQ143345.1
Bolborhynchus lineola DQ143224.1 - DQ143319.1 DQ143291.1 DQ143266.1 DQ143350.1
Brotogeris chiriri DQ143226.1 - DQ143313.1 DQ143281.1 DQ143271.1 DQ143348.1
Cacatua goffini DQ143228.1 - DQ143323.1 DQ143284.1 DQ143265.1 DQ143355.1
Graydidascalus brachyurus DQ143217.1 - DQ143324.1 DQ143296.1 DQ143279.1 DQ143344.1
Melopsittacus undulatus DQ143227.1 - DQ143322.1 DQ143295.1 DQ143264.1 DQ143354.1
Myiopsitta monachus AF362932.2 - DQ143318.1 DQ150996.1 DQ143276.1 DQ143328.1
Nannopsittaca dachilleae DQ143225.1 - DQ143320.1 DQ143292.1 DQ143225.1 DQ143352.1
Pionopsitta barrabandi DQ143223.1 - - - DQ143275.1 DQ143349.1
Pionopsitta pileata DQ143221.1 - AY669481.1 AY669437.1 DQ143262.1 DQ143351.1
Pionus maximiliani DQ143220.1 - DQ143304.1 DQ143290.1 DQ143272.1 DQ143347.1
Strigops habroptilus NC_005931.1 - NC_005931.1 NC_005931.1 NC_005931.1 -
Triclaria malachitacea DQ143222.1 HQ629747.1 EF104143.1 DQ143268.1 DQ143327.1

6 (Tavares

et al., 2006); de U70739 a U70757 (Miyaki et al., 1998); de AF362919 a AF370769
e de AY219915 a AY286215 (Tavares e Miyaki, 2004); NC.005931 (Harrison et al., 2004); HQ629747 (Schirtzinger et al., 2011, dados ndo publicados); EF104143.1
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3.2 Genes analisados

Foram selecionados para a analise filogenética deste género os genes
RAG-1 (nuclear) e os mitocondriais: citocromo b, NADH2, ATPase 6, ATPase
8, COIIll, DNAr 12S e 16S. Essa selecao foi feita baseada no resultado do

trabalho de Tavares e colaboradores (2006). As sequéncias foram obtidas por

amplificacdo do DNA por PCR (ver a seguir) utilizando os mesmos primers

desse artigo, em conjunto com primers ja presentes no laboratério e outros

primers desenhados nesse estudo (Tabela 3). Assim, fomos capazes de alinhar

as sequéncias que produzimos com aquelas dos

sequenciados da tribo Arini.

Tabela 3: Primers utilizados para a amplificagédo e sequenciamento.

representantes

Gene Primer Sequéncia (5' - 3") Referéncia
R13 TCTGAATGGAAATTCAAGCTGTT
R17 CCCTCCTGCTGGTATCCTTGCTT
R18 GATGCTGCCTCGGTCGGCCACCTTT
R21 GGATCTTTGAGGAAGTAAAGCCCAA
R24 GCCTCTACTGTCTCTTTGGACAT
R2B GAGGTATATAGCCAGTGATGCTT 1
R1 GACAAACATCTCAGGAAGAAGAT
R11 GGACCAGTAGATGATGAAACTCT
R14 TTCCTGTGGATAATACTCCAGCA
RAG-1 R19 GTCACTGGGAGGCAGATCTTCCA
R20 CCATCTATAATTCCCACTTCTGT
R22 GAATGTTCTCAGGATGCCTCCCAT
RALF1 AAAAGGCAGGCACTTGAGAA
RA1R1 GCTGGAGAGGTGTTGACCAT
RALFI1 AAAAAGTCAGCCACCCAGTG
RALRI1 CAAGAAGCTTGGTGCTGAGA Esse trabalho
RA3F1 GGCCTCAGGTTCCACTTACA
RA3R1 CCAATGGACCCATCTCTTTC
RA3FI1 GCTCCGTGACAGAGTGAAGG
RA3RI1 CCACACTGGCTTCATCTTCA
bl CCATCCACCATCTCAGGATGATGAAA
b52 GNAAATCYCACCCNCTWCTHAAAAT 2
b6 GTCTTCAGTTTTGGTTTACAAGAC
citocromo b ND5L GGACCAGAAGGACTTGCCGACCTA 3
HThr TCTTTTGGTTTACAAGACCAATG 4
CBL intL2 CGGAGCCTCATTCTTCTTCA
- Esse trabalho
CBL int H2 CCCCTAATTTGTTGGGGATT
Lmet GGCCCATACCCCGAAAATGA S
H6313 trp CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC 6
ND2 (L5602) GATTCCCAGAAGTTCTTCAAGG 7
NADH 2 ND Int L1 GCCTTCTCATCCATCTCCCATA
ND Int L2 GGAAAATCATGGCCTTCTCA Esse trabalho

ND Int L3

CCTTCTACATCTACATCCTAAT




(continuagéo da tabela 3)

NADH 2 ND Int L4 CACATTACTCACCTTCATGTCC
ND H1 TTGAAGCCTTTGGGTTTGAT
LysL CAGCACTAGCCTTTTAAGCT
COolll COIIIRH ATTATTCCGTATCGNAGNCCYTTTTG 8
A5 TAGGAGTGTGCTTGGTGTGCCATT
ATP6L AAAYATYTAATGGCACACCAAGC
Lphe 1248 AAAGCATGGCACTGAAGAYGCCAAG 9
125 Hval 2294 CTTTCAGGTGTAAGCTGARTGC
12SL 1735 GGATTAGATACCCCACTATGC 10
12SH 1843 CCGCCAAGTCCTTAGAGTTT 11
16SL 2702 CCTACCGAGCTGGGTGATAGCTGGTT 10
Hleu 4017 GCTAGGGAGAGGATTTGAACCTC 6
16SL 2477 TTGTACCGTAAGGGAAAGATG
16S 16SL 3312 CAATTGTCCCATAAATCGAGACTTG 12
16SH 3447 AAGTTCCACAGGGTCTTCTCGTC
16Sa AAGCCWANCGAGCYGGGTGATAGCTGG 8
16Sc TTCTTCAAGGTCGCCCCAACC

Referéncias:1- Groth e Barrowclough, 1999; 2- Kocher et al., 1989; 3- Ribas, 2004; 4- Tavares
et al., 2004; 5- Ribas et al., 2005; 6- Sorenson et al., 1999; 7- Camila Ribas, comunicacéo
pessoal; 8- Tavares et al., 2006; 9- Amaral et al., 2006; 10- Miyaki et al., 1998; 11- Eberhard et

al., 2001; 12- Fabio S.R. Amaral, comunicacéo pessoal.

3.3 Extracéao e purificagcdo do DNA

A extracdo do DNA total a partir de cada amostra de sangue [modificado
de Bruford et al. (1992)] foi realizada em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml,
utilizando as seguintes solu¢des para a lise das células: 300 ul de TNE (50 mM
de Tris, 100 mM de NaCl e 5 mM de EDTA, pH 7,5), 30 ulde Tris 1 MpH 7.5, 8
ul de SDS 25%, 20 pl de proteinase K (25 mg/ml). Essa mistura foi incubada
por 18 horas a 37°C. Em seguida, foi adicionado a cada tubo um volume igual
de uma solugdo de Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamilico (25:24:1) para a
remocgao das proteinas e dos restos celulares. O material foi entdo misturado e
centrifugado a 12.000 rpm por 30 minutos para ter a separacao das fases que
contém o DNA e as proteinas. ApGs a centrifugacao, a fase superior foi retirada
com ponteiras com ponta cortada (0 que diminui a quebra do DNA) e
transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Para a
precipitacdo do DNA, foram adicionados trés volumes de Etanol 100% e feita
uma nova centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 minutos. Apdés o descarte do
sobrenadante o DNA foi purificado utilizando Etanol 70% e ressuspendido em
uma solugéo de TE (Tris HCI 10 mM e EDTA 1 mM pH 8,0).
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Apoés a extracdo, a qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em
gel de agarose 1%, e também foi feita a quantificacdo por comparacdo com
padrbes de concentracdo conhecida (DNA lambda). O DNA foi visualizado com
corante ndo toxico GelRed (Biotium). Diluicbes de 5 a 20 ng/pul do DNA foram
preparadas para posterior uso nas amplificacbes. Algumas amostras
degradadas foram testadas sem serem diluidas e foi possivel produzir

sequéncias com elas.

3.4 Amplificagcdo do DNA

As amplificacdes foram feitas por PCR com os primers apresentados na
tabela 3, modificadas a partir das condi¢cdes descritas por Tavares (2005): as
reacdes de 25 pL foram montadas em tubos de microcentrifuga de 200 pl com
solugéo tampéo 1x (Tris-HCI 10 mM pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM), 2 uM
de cada dNTP, 1 uM de cada iniciador 10 uM, 1 U de Taq polimerase (GE
Healthcare) e 25-50 ng de DNA. As reacbes de PCR foram colocadas em
termociclador TC9600 (Applied Biosystems) ou termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf) nas condi¢cdes descritas abaixo, dependendo do gene
amplificado.

Para os genes 12S, 16S e citocromo B foram utilizadas as seguintes
condi¢des de amplificagdo: desnaturagédo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido
de 40 ciclos de 95°C por 60 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 60
segundos, e uma extensao final de 72°C por 10 minutos. Para o gene NADH2
foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de amplificacdo: desnaturacao inicial a
95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 60 segundos, 52°C por
30 segundos, 72°C por 80 segundos, e uma extensdo final de 72°C por 10
minutos. Para a regido que contém fragmentos dos gene COIlll, ATP6 e ATP8
foram utilizadas as seguintes condi¢cdes de amplificacdo: desnaturacao inicial a
95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 60 segundos, 58°C por
30 segundos, 72°C por 80 segundos, e uma extenséo final de 72°C por 10
minutos.

O gene nuclear RAG-1 é formado por um éxon de cerca de 2,7 kb, sem
a presenca de introns. Como esse segmento € grande demais para ser
amplificado com apenas um par de primers, sua amplificacédo foi feita em trés

fragmentos de cerca de 1 kb cada (figura 8), seguindo Tavares e colaboradores
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(2006). Para os fragmentos RA1 e RA3 do gene nuclear RAG-1 foi utilizado o
seguinte programa touch-down: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos,
seguido de 10 ciclos de 95°C por 40 segundos, 60°C por 40 segundos, 72°C
por 80 segundos, reduzindo em 1°C a cada ciclo que se seguia, seguido de 30
ciclos de 95°C por 40 segundos, 50°C por 40 segundos, 72°C por 80 segundos,
e uma extensdo final de 72°C por 20 minutos. Para o fragmento RA2 foi
utilizado o seguinte programa touch-down: desnaturacao inicial a 95°C por 5
minutos, seguido de 10 ciclos de 95°C por 40 segundos, 65°C por 40
segundos, 72°C por 80 segundos, reduzindo em 1°C a cada ciclo que se
seguia, seguido de 30 ciclos de 95°C por 40 segundos, 58°C por 40 segundos,
72°C por 80 segundos, e uma extensao final de 72°C por 20 minutos. Algumas
amostras das espécies da América Central, obtidas por colaboracdo, ndo
produziram bons produtos das por¢cbes RA1 e RA3 do gene RAG-1. Para
resolver esse problema, foram desenhados novos primers para amplificar e
sequenciar essas por¢cdes do gene (Tabela 3). Esses fragmentos amplificados
com os primers desenhados foram denominados RA1x e RA3x (figura 8),
amplificados nas mesmas condicbes do fragmento RA2, com a mesma

eficiéncia dos fragmentos originais.

RA1T RA2 RA3

RATFY  RATRN RAIF1 RAIRIG

FHE.l R11 l R17 A1 FL21| | L

= = = 3 = B [ 2

| ]
-l -l . | - - L
T TH1H Fan == TH?4 TFlEE-
R14 ga1F1 RATRYT RAIFH  RAIRT
RA1x RA3x

Figura 8: Esquema das amplificagbes do gene RAG-1 e demais primers utilizados no
sequenciamento. Segmentos amplificados e seus respectivos primers sao: segmento RAL -
primers R13 e R18, RA2 - R17 e R24, RA3 - R21 e R2B, RA1x - RA1F1 e RA1R1, e RA3X -
RA3F1 e RA3RL1. A orientacdo dos primers com nimeros impares (R13, R17, e R21) segue a
polaridade do gene (5 — 3’, produzindo sequéncias denominadas proximais, 5’) e a orientagao
dos primers com numeros pares (R18, R24 e R2B) é contraria a polaridade do gene (3’ — 5,
produzindo sequéncias denominadas distais, 3’). Os demais primers apresentados foram

utilizados no sequenciamento. Figura modificada de Groth e Barrowclough (1999).
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Cerca de 5 pL do produto de cada reacao foi usado na eletroforese em
gel de agarose 1% contendo marcador de peso molecular (DNA 1kb ladder, GE
Healthcare) para verificar se as bandas encontradas possuiam tamanhos
esperados para cada gene e se havia produtos inespecificos. Os segmentos
amplificados foram purificados por precipitacgdo com polietileno glicol 20%
(Dunn e Blattner, 1987), ou utilizando as enzimas Exonuclease | e Fosfatase

Alcalina (Fermentas), de acordo com as instrucfes do fabricante.

3.5 Sequenciamento do DNA amplificado

O sequenciamento foi realizado a partir dos produtos amplificados e
purificados de cada gene utilizando o Kit Big Dye Terminator (Applied
Biosystems), em placas contendo 0,5 pL de solucéo Big Dye, 1 pL de primer 10
puM, 1,5 pl de tampéo 5X, de 10 a 400 ng de DNA dependendo do tamanho do
produto e volume de agua mili-Q para completar 10 pl de reacao total.

A reacdo de sequenciamento foi colocada em termociclador (TC9600,
Applied Biosystems ou Mastercycler Gradient, Eppendorf) nas seguintes
condi¢des: desnaturagéo inicial a 95°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de
95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 60°C por 4 minutos, e extens&o
final de 60°C por 10 minutos. Apds a reacdo, os produtos foram precipitados
utilizando Isopropanol 75% e Etanol 70%.

As sequéncias foram analisadas em sequenciador automatico ABI3130
(Applied Biosystems). Ambas as fitas do DNA foram sequenciadas. As analises
dos eletroferogramas e os contigs das sequéncias forward e reverse de um
mesmo gene foram feitas no programa Codoncode (GeneCodes Corp., que
permite verificar ambiguidades nas fitas complementares de DNA). Para
confirmar a identidade das sequéncias foi realizada uma comparacdo com
sequéncias do GenBank, utilizando a ferramenta BLAST (megablast disponivel

em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/).

3.6 Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos foram feitos utilizando a ferramenta ClustalW, no
programa Bioedit (Hall, 1999) e cada alinhamento foi editado manualmente. Os
alinhamentos foram editados para que todas as sequéncias possuissem 0

mesmo tamanho e as diferentes particbes pudessem ser unidas na andlise
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concatenada. Segmentos curtos no inicio ou no fim de alguns dos genes
analisados cujas sequéncias nao foram obtidas foram tratados como missing
data. As matrizes de sequéncias alinhadas foram concatenadas no programa
Mesquite (Maddison e Maddison, 2010).

3.7 Selecdo dos modelos evolutivos

Os modelos evolutivos mais adequados para cada um dos genes foram
selecionados pelo teste de razdo de verossimilhanca (hierarchical likelihood
ratio test, LRT), utlizando o critério de informacdo Bayesiano para selecao do
modelo mais adequado, executado no programa jModeltest (Posada e
Crandall, 1998).

3.8 Analises por Maxima Verossimilhanca (MV)

As andlises de MV foram realizadas no programa RAXML 7.2.8
(Stamatakis et al., 2005), executado no cluster Cipres Science Gateway (Miller
et al., 2010) utilizando cada gene separadamente, todas as sequéncias
mitocondriais concatenadas e todas as sequéncias mitocondriais e nuclear
concatenadas. O bootstrap foi realizado utilizando o Rapid Bootstrap,
ferramenta incorporada no programa que acelera muito o processo de
reamostragem e foi definido para encerrar automaticamente quando réplicas
suficientes séo feitas. Essa reamostragem é encerrada apés alguns critérios
serem atingidos, definidos pelo programa, buscando a convergéncia dos

valores de suporte estatistico da busca por bootstrap (Stamatakis et al., 2008).

3.9 Andlises Bayesianas

Andlises Bayesianas da matriz com todos os genes concatenados
(mitocondrial e nuclear) foram realizadas utilizando o programa MrBayes 3.0
(Ronquist e Huelsenbeck, 2003) também implementado no cluster Cipres
Science Gateway (Miller et al., 2010). O método de amostragem empregado foi
o Markov Chain Monte Carlo (MCMC), que considerou diferentes parti¢coes, de
acordo com os parametros definidos para cada analise. Uma analise foi feita
apenas com o gene nuclear RAG-1, considerando uma Unica particdo com o
modelo HKY (Hasegawa et al., 1984; 1985). Outra andlise foi feita para a

particdo mitocondrial concatenada, considerando cinco particbes, uma para
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cada gene com seu modelo especifico, 0 que permite um refinamento da
analise por considerar as substituicbes de cada gene separadamente. Uma
ultima analise foi feita para a matriz concatenada total, considerando seis
particbes, uma para cada gene com seu modelo especifico. Todas as anélises
foram feitas com duas corridas, que apresentavam quatro cadeias
independentes, em 10 milhdes de geracbes, com amostragem a cada 1000
geracdes. Ao final da analise foi aplicado um burning de 0.25 das arvores e os
parametros amostrados foram verificados no programa Tracer 1.5 (Rambaut e

Drummond, 2009) para verificar a convergéncia dos parametros e das corridas.

3.10 Datacao Molecular

Para a datacdo foi usada uma amostragem de taxons maior, com a
adicdo das espécies Amazona farinosa, Amazona xanthops, Bolborhynchus
lineola, Brotogeris chiriri, Cacatua goffini, Graydidascalus brachyurus,
Melopsittacus undulatus, Myiopsitta monachus, Nannopsittaca dachilleae,
Pionopsitta barrabandi, Pionopsitta pileata, Pionus maximiliani, Strigops
habroptilus e Triclaria malachitacea. Essa adicdo foi feita devido a calibracdo
adotada, explicada a seguir. As andlises de datacdo molecular foram
executadas no programa BEAST 1.6.2 (Drummond e Rambaut, 2007),
utilizando a abordagem de reldgio molecular relaxado, que permite uma taxa de
evolucado ndo constante. Todas as andlises com o BEAST foram rodadas no
cluster online Bioportal (Kumar et al., 2009). Utilizou-se programa BEAUTI 1.6.2
(Drummond e Rambaut, 2007) para definir as condicBes das analises. Para
calibrar o relégio molecular foi adotado o mesmo procedimento de trabalhos
anteriores (Tavares et al., 2006; Wright et al., 2008) considerando a data de
separacao entre a Nova Zelandia e o restante da Gondwana (82 Ma.) como a
data da divergéncia entre o género endémico desta regido, Strigops, do
restante dos Psittaciformes. Para reduzir possiveis problemas como vieses na
andlise, o restante das sequéncias dos géneros da tribo Arini amostrados em
Tavares e colaboradores (2006) foram obtidas e analisadas apenas nas
datacdes, assim como os géneros de outros Psittaciformes Melopsittacus,
Cacatua e Strigops. Os codigos de acesso do GenBank para essas sequéncias
destes outros géneros sao apresentadas na Tabela 2. Como € possivel

verificar na tabela, ndo havia sequéncias disponiveis para os genes NADH2 e
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citocromo B da espécie Pionopsitta barrabandi, assim como sequéncia do gene
RAG-1 da espécie Strigops habroptilus. Como essa analise permite o uso de
missing data, a datacéo foi feita utilizando essa matriz completa, procedimento
semelhante ao adotado por Tavares e colaboradores (2006). O gene 16S nao
foi utilizado nessa analise, pois seus parametros ndo atingiam a convergéncia
necessaria apos a adicao das novas sequéncias a matriz, o que prejudicava as
analises feitas na presenca do gene, devido a sua heterogeneidade. Por ser o
gene com menor tamanho e com menos sitios informativos que os codificantes
mitocondriais, sua remog¢&o néo foi considerada um problema para as analises.

As analises foram feitas considerando modelos de substituicdo e
relégios moleculares para cada um dos genes separadamente, utilizando
guatro genes mitocondriais e o gene nuclear. O aumento do numero de
parametros, com o acréscimo de modelos de substituicdo e diferentes reldgios,
resultou em maior tempo de computacdo necessario e também dificultou a
convergéncia dos parametros, que foi verificada no programa Tracer 1.5
(Rambaut e Drummond, 2009). Para resolver o problema da convergéncia dos
parametros, seguimos as orientacbes dos autores do programa BEAST
(Drummond e Rambaut, 2007), aumentando o namero de geracdes da andlise
e reduzindo o intervalo entre a amostragem de parametros. Sendo assim, as
nossas analises finais foram realizadas com 100 milhdes de geracbes, 0s
parametros foram amostrados a cada mil geragfes e as arvores a cada 10 mil
geracdes, o que resultou em 100 mil parametros amostrados e 10 mil arvores.
A partir dessas 10 mil arvores foi obtida uma arvore consenso com o0 programa

TreeAnotator (Drummond e Rambaut, 2007), aplicando burnin de 10%.

3.11 Anélises de Reconstrucéo de Area Ancestral

Andlises Bayesianas de reconstrucédo de area ancestral foram realizadas
no programa RASP (Yu et al., 2011), com base no cronograma produzido na
analise de datacdo molecular. Essa analise permite inferir as probabilidades de
distribuicdo geografica dos nds de uma éarvore filogenética, com base na
topologia da arvore e na distribuicdo atual dos taxons analisados, utilizando de
analises Bayesianas. As analises foram feitas nas condicGes default do
programa, porém com 500 mil ciclos e permitindo uma distribuicdo ampla ao

ancestral comum a todos os tédxons analisados. As &reas geogréficas

41



consideradas na andlise sdo: América Central, Caribe, Andes (e arredores),

Amazobnia, leste e sudeste da América do Sul, sul da América do Sul,

Indonésia, Austrdlia e Nova Zelandia (dreas das Américas modificadas de

Antonelli et al., 2009; areas fora das Américas sdo correspondentes aos dos

grupos externos utilizados na datacao).

4. Resultados

4.1 Analise das Sequéncias

As sequéncias parciais dos genes estudados foram produzidas a partir

de produtos de 500 a 1500 pb, sendo a maioria em torno de 1000 pb. As Unicas

sequéncias que apresentaram indels em seus alinhamentos foram as dos

genes rDNA 12S e rDNA 16S, os sitios que possuiam esses indels foram

removidos dos alinhamentos finais, utilizados para as analises filogenéticas. O

tamanho de cada sequéncia apos a remocao dos indels dos genes 12S e 16S

esta apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Comprimento das sequéncias (pb) de Aratinga e de Nandays nenday

utilizadas nas matrizes finais. As sequéncias dos genes 12S e 16S tiveram seus sitios

com indels removidos dos alinhamentos finais. Para alguns sitios das sequéncias mais

curtas foi considerado missing data (*).

COlll, ATPS,

Espécie 12S | 16S | NADH2 | Cit B ATP8 RAG-1
Aratinga acuticaudata 990 | 641 894 888 899* 2620*
Aratinga aurea GB 990 |603*| 894 888 923 2703
Aratinga auricapilla 990 | 641 894 888 913* 2703
Aratinga brevipes 977* | 641 894 888 923 2703
Aratinga cactorum 970* | 641 894 746* 923 2703
Aratinga canicularis 990 | 641 894 888 923 2671*
Aratinga chloroptera 939* | 641 894 888 923 2551*
Aratinga erythrogenys 974* | 641 894 888 831* 2703
Aratinga euops 990 |554*| 894 888 923 2609*
Aratinga finschi 990 |552*| 894 888 923 2620*
Aratinga holochlora 990 | 641 894 888 923 2703
Aratinga jandaya 990 | 641 894 888 914* 2703
Aratinga leucophthalmus GB | 826* | 641 894 888 923 2703
Aratinga maculata 974* | 641 894 888 923 2703
Aratinga mitrata 976* | 641 894 888 923 2703
Aratinga nana 990 | 641 894 888 923 2639*
Aratinga pertinax 953* | 641 894 746* 923 2703
Aratinga rubritorquis 990 |614*| 894 888 923 2559*
Aratinga solstitialis 940* | 641 894 876* 923 2703
Aratinga solstitialis GB 913* | 641 894 888 923 2703
Aratinga wagleri 990 | 641 894 888 923 2703
Aratinga weddellii 974* | 641 894 888 865* 2675*
Nandayus nenday GB 953* | 641 894 888 923 2703
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N&o foi encontrado nenhum cdédon de parada inesperado no quadro de
leitura das sequéncias dos genes codificantes, 0 que sugere que nao se tratam
de pseudogenes dos genes-alvo. Os genes que apresentaram maior variacao
foram o NADH2 e o fragmento com porgdes do ATP8, ATP6 e COIll, seguidos
pelo citocromo B, pelos genes ribossomais e 0 gene nuclear RAG-1 (Tabela 5).
Isso era esperado, pois genes mitocondriais apresentam taxa de evolugéo
maior que a de genes nucleares (Brown et al., 1979, Quinn, 1997), e, como a
porcdo do RAG-1 aqui sequenciada é um éxon, sua velocidade de evolucéo é

ainda mais lenta.

Tabela 5: Caracteristicas das matrizes de sequéncias alinhadas obtidas,com um total
de 37 taxons. Modelo evolutivo e seus parametros e nimeros de caracteres, de sitios
variaveis e de sitios informativos para parciménia. Intervalo de valores de distancia-p

entre pares de taxons.

Sitios Sitios
Gene Modelo evolutivo | Caracteres | variaveis |informativos Distancia-p
TN93 + G (0,6790)
rDNA 12S +1(0.4750) 990 325 202 0al4,4%
TN93 + G (0,4450)
rDNA 16S +1(0,4120) 641 221 126 0a 13,6%
TN93 + G (0,7790)
citocromo B +1(0,4770) 888 369 266 0,1a16,1%
COlll, ATP6, | TN93 + G (0,2270)
ATP8 923 421 317 0,2 a18,5%
GTR + G (1,0380)
NADH2 +1(0,3750) 894 464 323 0,3a18,2%
RAG-1 HKY 2703 174 31 0a3,4%

TN93 — Modelo de Tamura-Nei 93 (Tamura e Nei, 1993); GTR — Modelo Geral de Reversao ao
Longo do Tempo (Rodrigues et al., 1990); HKY — Modelo de Hasegawa Kishino e Yano
(Hasegawa et al., 1985); G — Valor do parametro alfa que determina a distribuicdo Gamma; | —

Valor relativo a propor¢éo dos sitios invariaveis.

4.2 Analises filogenéticas

A matriz dos genes mitocondriais concatenados possuia 4336 caracteres
e a matriz concatenada de todos o0s genes apresentou 7039 caracteres. Ha
alguns tdxons com missing data no inicio ou no final das sequéncias de alguns
genes (tabela 4) devido a dificuldades no sequenciamento, ou por serem
sequéncias do GenBank mais curtas. A quantidade de missing data
(extremidades de alguns genes de alguns taxons) nao deve ter prejudicado as

analises, visto que em estudos de simulacdo com quantidades variadas de
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missing data (analisando de valores minimos até 50% de missing data) a
influéncia nos resultados foi insignificante quando baixos valores de missing
data eram testados (Wiens, 2003; 2006; Wiens e Moen, 2008). Ainda assim,
foram feitas as mesmas analises apresentadas a seguir para matrizes em que
0s sitios com missing data foram removidos e o0s resultados (dados néo

apresentados) foram congruentes com as filogenias apresentadas a seguir.

4.2.1 Analises de Maxima Verossimilhanca

As analises filogenéticas por maxima verossimilhanca baseadas em
cada gene mitocondrial resultaram em topologias congruentes (dados néo
apresentados) com a da analise baseada na matriz mitocondrial concatenada,
porém com menores valores de suporte estatistico para as relacdes dentro e
entre os clados que continham espécies do género Aratinga. A arvore da matriz
mitocondrial concatenada (figura 9) apresentou alto suporte estatistico para
qguatro clados contendo espécies do género Aratinga, porém nao houve
resolugdo suficiente para estabelecer a relacdo entre esses clados. Os
suportes dos nés que sustentam as relagdes dentro desses clados sdo em
geral altos. Foi observada grande divergéncia entre o grupo interno e o género
Forpus, o que ja havia sido encontrado em Tavares e colaboradores (2006).

A arvore obtida baseada na andlise do gene nuclear (figura 10)
apresentou resolugdo menor e valores de bootstrap mais baixos. No entanto,
foram recuperados os mesmos quatro clados que contém espécies do género
Aratinga baseados nos dados mitocondriais. A Unica excec¢do é que A. weddellii
nao se agrupa com as espécies do grupo solstitialis, possivelmente devido a
grande divergéncia dessa espécie com o restante do clado solstitialis, como &

possivel verificar na arvore baseada na particdo mitocondrial (figura 9).
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Figura 9: Andlise de maxima verossimilhanga baseada em 4336 pb dos genes mitocondriais
concatenados (12S, 16S, cit B, COIll, ATP6, ATP8 e ND2). Clados A a D contém espécies do

género Aratinga. Valores de bootstrap sdo apresentados nos nés.
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Figura 10: Andlise de maxima verossimilhan¢a baseada em 2703 pb do gene nuclear RAG-1.
O tamanho do ramo de Forpus foi diminuido para permitir que coubesse na figura. Clados A a
D contém espécies do género Aratinga. Valores de bootstrap sao apresentados nos nos.
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4.2.2 Andlises Bayesianas

A analise Bayesiana baseada na matriz mitocondrial concatenada
resultou em uma topologia muito similar & andlise por maxima verossimilhanca
(figura 11). Os mesmos quatro clados com espécies do género Aratinga foram
encontrados com suporte estatistico maximo (probabilidade posterior 1.0) e
suporte estatistico alto para as relacbes entre a maioria dos clados

(probabilidade posterior superior ou igual a 0.95).
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Figura 11: Andlise Bayesiana baseada em 4336 pb dos genes mitocondriais concatenados
(12S, 16S, cit B, COIIll, ATP6, ATP8 e ND2). Clados A a D contém espécies do género

Aratinga. Valores de probabilidades posteriores sdo apresentados nos nos.

Devido a grande divergéncia do género Forpus em relacdo aos demais
taxons analisados e como foram encontrados altos suportes estatisticos tanto
para 0 nd que sustenta a relacdo de grupo-irmdo dos géneros Deroptyus e
Pionites, como para o n6 que sustenta o0 restante das espécies do grupo
interno, foi realizada uma analise sem o género Forpus, mas considerando o

clado (Deroptyus, Pionites) como grupo externo (figura 12). A andlise sem
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Forpus resultou em uma arvore com topologia muito similar, com suportes

estatisticos quase idénticos aos clados encontrados.
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Figura 12: Andlise Bayesiana baseada em 4336 pb dos genes mitocondriais concatenados
(12S, 16S, cit B, COIll, ATP6, ATP8 e ND2) sem Forpus. Clados A a D contém espécies do

género Aratinga. Valores de probabilidades posteriores sdo apresentados nos nés.

A andlise Bayesiana baseada nos dados do gene nuclear RAG-1 (figura

13) resultou em uma topologia similar a encontrada na analise de maxima

verossimilhanca, porém com um pouco mais de resolucdo e de suporte dos

nés. Os quatro clados que contém espécies do género Aratinga também foram

encontrados com altos suportes estatisticos, porém, novamente A. weddellii

ndo foi posicionada no clado em que foi encontrada na analise da matriz

mitocondrial. O restante das relagdes dentro dos clados e entre os clados

segue mal resolvida.
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Figura 13: Analise Bayesiana baseada em 2703 pb do gene RAG-1. Clados A a D contém

espécies do género Aratinga. Valores de probabilidades posteriores sédo apresentados nos nés.

A analise da matriz concatenada total (figura 14) resultou em uma
topologia muito similar aguela obtida baseada na matriz mitocondrial, com alto
suporte para praticamente todos os mesmos nés. Os quatro clados que
apresentam espécies do género Aratinga possuem probabilidades posteriores
maximas e foram nomeados A a D (figura 14). A maioria das relacfes dentro e
entre alguns dos clados foi bem resolvida. O Unico ndé que apresentou
incongruéncia com a topologia baseada na matriz mitocondrial (figura 11) foi o
gue sustenta a relacéo entre os clados C e D (prob. posterior de 0.95) que ndo
foi encontrado na andlise baseada na matriz concatenada total (figura 14).
Porém, como na andlise baseada na matriz mitocondrial esse suporte €
limitrofe, a relacdo de proximidade entre esses clados deve ser considerada

com cautela.
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Figura 14: Andlise Bayesiana baseada em 7039 pb da matriz concatenada dos genes
mitocondriais (12S, 16S, cit B, COIll, ATP6, ATP8 e ND2) e nuclear RAG-1. Clados A a D
contém espécies do género Aratinga. Valores de probabilidades posteriores séo apresentados

nos nos.

4.3 Datacao Molecular

A convergéncia dos parametros das analises no BEAST foi boa,
atingindo o limiar estabelecido pelos autores para considerar a analise
confidvel (Drummond e Rambaut, 2007). Como 0s cronogramas resultantes
das analises nesse programa sao obrigatoriamente bifurcantes, deve-se ter
cautela na sua interpretacdo. No presente estudo a maioria dos nés do
cronograma obtido (figura 15) apresenta baixo valor de probabilidade posterior
e esses nos deveriam ser considerados como politomias. Assim, foram
considerados apenas 0s nos com probabilidade posterior minima de 0.5 que é
considerada como aceitavel na analise do TreeAnotator (Drummond e
Rambaut, 2007). As datas médias encontradas para esses noés (ver figura 15),
assim como seus intervalos de 95% de confianca, sédo apresentados na Tabela
6.
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Figura 15: Cronograma com as datas de divergéncia encontradas para todos os taxons

analisados. Idades em milhdes de anos atras (Ma.). A direita estéo indicados os clados que

contém espécies do género Aratinga.

O cronograma mostra certa variagdo nas datas de inicio de divergéncia

dentro dos diferentes clados que incluem representantes do género Aratinga. O

inicio das diversificagdes nos clados B e D parece coincidente, mas o do clado

A parece ser mais antigo e o do clado C, mais recente. A diversificacao da tribo

Arini parece indicar uma irradiacdo entre 40 e 20 Ma., o que também foi

encontrado por Tavares e colaboradores (2006). Vale ressaltar que as datas

encontradas em nossa analise foram mais antigas. Com base no cronograma

encontrado foi feita uma andlise de reconstrugdo de area ancestral (figura 16),

com o objetivo de estudar a biogeografia das espécies do género Aratinga.
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Tabela 6: Datas de divergéncia de n6s com suporte aceitavel (ver figura 15) e seus

respectivos intervalos de 95% de confianca (95% HPD).

N6 Datamédia (Ma.) 95% HPD (Ma.)| N6 Datamédia(Ma.)  95% HPD (Ma.)
1 81,98 79,03-84,94 | 25 27,16 23,35 - 31,14
2 76,46 68,50 - 83,21 | 26 14,17 11,59 - 16,65
3 65,22 57,79-72,95 | 27 9,87 7,48 - 12,51
4 54,92 48,53 - 61,96 | 28 12,76 10,50 - 15,08
5 23,93 18,71-29,13 | 29 10,95 8,68 - 13,18
6 53,97 47,11-60,18 | 30 23,39 19,65 - 27,07
7 51,80 44,99 -57,82 | 31 21,01 17,36 - 24,44
8 39,77 33,45-4598 | 32 18,79 15,37 - 22,43
9 41,10 35,27 -47.20 | 33 21,21 17,45 - 24,92
10 37,05 31,44-42,42 | 34 8,29 6,40 - 10,15
11 34,32 29,02 -40,01 | 35 1,71 1,17 - 2,30
12 27,59 22,87-32,51 | 36 0,5 0,22 - 0,81
13 24,34 19,69 - 32,52 | 37 0,76 0,43-1,13
14 18,90 14,70-23,09 | 38 0,27 0,08 - 0,48
15 51,38 44,9-5758 | 39 26,61 22,33 - 31,07
16 37,95 32,82-42,80 | 40 9,48 7,67 - 11,30
17 29,20 24,13-34,52 | 41 5,08 3,67 - 6,42
18 34,56 29,69 -39,28 | 42 6,19 4,89 - 7,40
19 32,91 28,25-37-12 | 43 5,07 4,08 - 6,10
20 30,34 25,77 -34,62 | 44 4,05 3,22 - 4,89
21 30,51 26,16 - 34,53 | 45 3,46 2,61 - 4,29
22 13,67 10,96 - 16,60 | 46 2,75 2,08 - 3,40
23 10,49 8,02-12,99 | 47 1,97 1,46 - 2,52
24 28,51 24,61 -32,57 | 48 1,73 1,26 - 2,26
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Figura 16: Cronograma da andlise de reconstrucdo de area ancestral. Graficos nos nds
mostram as probabilidades das areas ancestrais. Idade em milhdes de anos atras (Ma.). As
areas de distribuicdo foram definidas como: A- América Central, B- Caribe, C- Andes, D-
Amazdnia, E- leste e sudeste da América do Sul, F- sul da América do Sul, G- Australia, H-
Nova Zelandia, |- Indonésia (com base em Antonelli et al., 2009). O asterisco se refere a areas

ancestrais incertas. A flecha indica o n6 que delimita o grupo que sera discutido a seguir.



5. Discussao

5.1 Sisteméatica do género Aratinga

A monofilia do género Aratinga nao foi corroborada em nenhuma de
nossas analises, porém as espécies do género apresentaram-se agrupadas em
guatro clados bem suportados. A discussédo a seguir tera como base a filogenia
inferida pelo método Bayesiano, com base na matriz concatenada completa
(7039 pb de todos os genes mitocondriais e do gene nuclear, figura 14). Trés
dos clados obtidos (A, B e C; figura 1) apresentam certa congruéncia com 0s
grupos morfolégicos propostos por Silveira e colaboradores (2005). A Unica
incongruéncia é a sugestéo de Silveira e colaboradores (2005) de posicionar A.
acuticaudata no grupo A. leucophthalmus, enquanto no nosso estudo A.
acuticaudata se encontra no clado D, proximamente relacionada com os
géneros monoespecificos Diopsittaca e Guarouba.

O clado A é congruente com o grupo A. solstitialis (A. solstitialis, A.
maculata, A. jandaya, A. auricapilla, A. weddelli e Nandayus nenday) de
Silveira e colaboradores (2005). Este clado apresentou as mesmas relacdes
filogenéticas encontradas em Ribas e Miyaki (2004). A. solstitialis (ndo “A.
solstitialis GB” com possivel erro de identificagdo, ver a seguir) aparece como
espécie irma de A. maculata (figura 14). Isso era esperado, visto que essas
duas espécies possuem grande semelhanca morfoldgica e o taxon A. maculata
ja foi considerado como sinbnimo mais recente de A. solstitialis. O grupo-irmao
desse clado é o que contém as espécies irmas A. auricapilla e A. jandaya
(figura 14). Porém, é possivel notar que o espécime obtido no GenBank
identificado como A. solstitialis apresentou sequéncias praticamente idénticas
as de A. jandaya (distancia-p de 0,2% baseada nos genes mitocondriais
concatenados, ver anexo I) e distancia-p maior com A. solstitialis e A. maculata
(0,8% e 0,9%, respectivamente). Isso poderia ser uma evidéncia de fluxo
génico entre as duas espécies, retencdo de polimorfismo ancestral ou mesmo
um erro de identificacdo do espécime depositado no GenBank. Nos parece
mais plausivel o erro de identificacdo do espécime, visto que a monofilia
dessas espécies foi verificada anteriormente em um trabalho com maior
amostragem de cada espécie (Ribas e Miyaki, 2004). O tdxon monotipico

Nandayus nenday aparece como grupo-irmdo do clado que contém essas
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espécies jaA mencionadas (figura 14). Finalmente, A. weddellii parece ser grupo-
irmao relativamente distante de todo esse clado (clado A. solstitialis, figura 14).

O clado B é congruente com o grupo A. pertinax (A. pertinax, A.
cactorum, A. aurea, A. canicularis, A. nana) de Silveira e colaboradores (2005).
A espécie A. pertinax aparece como irma de A. cactorum e esse clado parece
ser grupo irmédo do clado com as demais espécies do grupo (figura 14). As
relacdes entre A. aurea, A. nana e A. canicularis ndo foram bem resolvidas
devido ao baixo suporte estatistico do n6 que sustenta uma possivel relacédo de
espécies-irmas entre A. aurea e A. nana (figura 14).

O clado C €& congruente com o grupo A. leucophthalmus (A.
leucophthalmus, A. holochlora, A. wagleri, A. mitrata, A. euops, A. chloroptera,
A. erythrogenys, A. rubritorquis, A. finschi, A. brevipes) de Silveira e
colaboradores (2005), com excecao da auséncia de A. acuticaudata, que, pelos
resultados obtidos no presente estudo, parece estar proximamente relacionada
com espécies de outros géneros. No trabalho de Silveira e colaboradores
(2005) a nomenclatura das espécies do género Aratinga foi baseada em Collar
(1997) que considera A. strenua como subespécie de A. holochlora devido a
similaridade morfoldégica. Assim, no presente trabalho assumimos que A.
strenua, considerada como espécie plena por Clements (2000), deve fazer
parte do grupo A. leucophthalmus. Em nossas analises A. holochlora aparece
como irma de A. leucophthalmus e esse clado parece ser irmao do clado que
contém as demais espécies do grupo (figura 14). Esse clado com as demais
espécies do grupo apresenta um ndé com suporte maximo que sustenta a
relacdo entre A. brevipes, A. finschi e A. rubritorquis, porém sem resolucdo nas
relacdes dentro do grupo. A. erythrogenys aparece como irmao desse grupo,
sendo esse clado relacionado a A. euops e A. chloroptera, porém nao héa
resolucdo na relacdo entre essas trés linhagens (figura 14). A. mitrata aparece
como grupo-irmao do clado que inclui essas trés linhagens e, por sua vez, A.
wagleri parece ser irma de todo esse clado (figura 14).

Em nenhuma das analises as 21 das 22 espécies do género Aratinga
apresentaram-se reunidas em um clado monofilético. Além disso, a relacéo
mais préoxima de algumas espécies de Aratinga com outros géneros
(Nandayus. Diopsittaca, Guarouba) indica que monofilia do género deve ser

rejeitada. O clado A aparece como grupo-irmédo do clado E que contém os
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géneros Ara, Primolius, Orthopsittaca e Cyanopsitta, com suporte maximo
(figura 14). Esse grupo (clado A, clado E), por sua vez, parece ser irmdo do
clado B, com um alto suporte (figura 14). A presenca de A. acuticaudata no
clado D, que contém os géneros Diopsittaca e Guarouba (figura 14) é uma
evidéncia que A. acuticaudata ndo apresenta relagdo préxima com nenhuma
outra espécie do género, o que reforca a necessidade de uma revisdo
taxondmica ampla. Na andlise baseada apenas na particgdo mitocondrial foi
encontrado alto suporte para a relagéo de irmaos entre os clados C e D (figura
11), mas na andlise concatenada total essa relacdo ndo foi encontrada (figura
14). O clado que contém todas as espécies de Aratinga e que possui alto
suporte (no caso, o suporte € maximo), inclui representantes de outros géneros
e apresenta uma politomia basal com quatro ramos (figura 14): 1) clado C, 2)
clados A, E e B; 3) clado D, 4) Anodorhynchus. Esse resultado refor¢ca ainda

mais a auséncia de monofilia do género.

5.2 Datas de divergéncia e Biogeografia

A data média estimada para a origem da tribo Arini no inicio do Eoceno
(aproximadamente 55 Ma., figura 15) foi concordante com estimativas
anteriores (Tavares et al., 2006; Wright et al., 2008). As datas estimadas das
divergéncias dentro da tribo Arini apresentaram valores um pouco mais antigos
gue os encontrados em Tavares e colaboradores (2006), o que pode estar
relacionado ao fato de o método de andlise Bayesiana empregado na nossa
analise ser diferente do método empregado por Tavares e colaboradores
(2006). Porém, as relacdes entre os taxons foram similares nos dois estudos. A
divergéncia da tribo Arini em relacdo aos taxons de outras regides do planeta
parece congruente com a separacdo entre a Australia e a Antartica, o que ja
havia sido encontrado em trabalhos anteriores (Tavares et al., 2006; Wright et
al., 2008). Como esperado, por se tratar do mesmo conjunto de dados de
sequéncias, a diversificacdo do clado suportado pelo n6 7 da figura 15 é
congruente com a diversificacdo do clado de papagaios, caturritas curicas e
afins de Tavares e colaboradores (2006). Esses autores sugeriram que a
diversificacdo encontrada poderia ser explicada pela colonizacdo da América
do Sul a partir da Antartica. Também foi proposto pelos autores que o0s
ancestrais do clado de pequenos periquitos (clado suportado pelo n6 5, figura
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15) e de parte das espécies do clado de araras, marianinhas, tiribas e afins
(clado suportado pelo n6 15, figura 15) podem ter ficado isolados na Antartica
(ou no sul da América do Sul) até o resfriamento do clima e o congelamento
desta massa continental ha cerca de 35 Ma. (Dingle e Lavelle, 1998; Shevenall
et al.,, 2004), colonizando a América do Sul neste periodo. Nossa andlise é
concordante com este cenario, visto que a grande diversificacdo de géneros do
clado suportado pelo né 15 ocorreu entre 40 e 30 Ma., 0 que pode
corresponder a colonizacdo da América do Sul a partir da Antartida seguida de
uma rapida diversificacdo. E preciso destacar que as analises de reconstrucéo
de area ancestral devem ser consideradas com cautela, pois alguns taxons
viventes com distribui¢cdes relativamente extensas estédo relacionados com nos
com distribuicdes inferidas muito inesperadas. Isso ocorreu em nos mais
proximos a raiz da arvore, o que é relativamente comum nesse tipo de analise
(Ronquist, 1997). Outro problema que devemos destacar € que alguns géneros
analisados na datacdo apresentam apenas um representante, logo a
reconstrucdo das distribuicbes de seus nés ancestrais deveria ser discutida
apenas em analises com amostragem mais representativa. A discussédo a
seqguir tratard apenas dos clados com alto suporte em que estdo inseridas
espécies do género Aratinga.

O n6 com alto suporte estatistico que contém os clados com espécies de
Aratinga e outros géneros relacionados (indicado por flecha na figura 16) foi
estimado em cerca de 30 Ma., durante o Oligoceno. O ancestral desse clado
apresentou alta probabilidade de ter possuido distribuicdo ampla na América do
Sul: na Amazénia e no leste e sudeste da América do Sul (figura 16), assim
como os seus descendentes diretos. Ja os tdxons contemporaneos, ocorrem
em ambientes que podem ser mais restritos. A diversificacdo das linhagens que
incluem representantes do género Aratinga foi relativamente complexa e
envolveu eventos em diferentes periodos de tempo. A seguir comentamos 0S

achados de cada clado observado.
Clado A

Dentre 0s grupos que contém espécies do género Aratinga, a

divergéncia inicial mais antiga foi observada no clado A, com A. weddellii se
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separando do restante do grupo (21 Ma.) e a maioria das demais

diversificacdes tendo ocorrido durante o Pleistoceno (apés 2 Ma., figura 17).
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Figura 17: Distribuicdo geogréfica das espécies do clado A, cronograma com as datas de
divergéncia e reconstrucdo de area ancestral do clado. Valores ao lado dos nés do cronograma
se referem ao bootstrap da andlise mitocondrial de maxima verossimilhanca e as
probabilidades posteriores das analises Bayesianas (mitocondrial e nuclear) no MrBayes e no
BEAST, respectivamente. Regifes: D- Amazonia, E- leste e sudeste da América do Sul, F- sul

da América do Sul, *- distribuicéo incerta.
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As datas de divergéncia entre representantes do clado A ja haviam sido
estimadas em outro trabalho utilizando uma metodologia de calibragcédo
diferente (Ribas e Miyaki, 2004). Nesse estudo anterior foram adotadas duas
taxas fixas de substituicdo estimadas em diferentes trabalhos, uma utilizando a
taxa geral para o DNA mitocondrial de 2% de substituicdo por milhdo de ano
(Randi, 1996) e outra utilizando uma taxa mais lenta de 1,6% (Fleischer et al.,
1998). As datas encontradas no presente estudo para as divergéncias dentro
do clado A foram mais antigas do que aquelas publicadas anteriormente (Ribas
e Miyaki, 2004). No entanto, ndo é tdo simples comparar esses dois estudos,
pois 0s objetivos deles foram diferentes. A amostragem da tribo Arini no
presente trabalho foi mais completa, assim como a quantidade de genes
analisados, além disso, a calibracédo foi feita com base em um evento geoldgico
muito antigo (separacéo da Nova Zelandia do restante da Gondwana, 82 Ma.).

Com base na reconstrucdo de area ancestral (figura 17), o né que
representa o ancestral comum de todo o grupo tem uma alta probabilidade de
ter uma distribuicdo ampla, possivelmente habitando regides amazénicas e do
leste da América do Sul, porém é possivel também uma origem exclusivamente
amazonica. A divergéncia entre A. weddellii e o clado que sustenta o restante
do grupo data de 21 Ma., no inicio do Mioceno. Nessa época houve a formacéo
do sistema Pebas no oeste da AmazOnia, um sistema pantanoso com lagos
rasos (Hoorn et al., 2010), correspondente com o atual habitat da espécie de
floresta de véarzea, vegetacao ribeirinha e matas pantanosas, evitando regides
de terra firme (Collar, 1997). A divergéncia de Nandayus neday com o restante
do grupo data de 8 Ma., no fim do Mioceno, 0 que poderia corresponder a
colonizacéo da regido leste da Amazoénia no periodo da formacdo do atual rio
Amazonas pela linhagem que deu origem as espécies A. auricapilla, A.
jandaya, A. solstitialis e A. maculata (formac¢éo atual do rio consolidada por
volta de 7 Ma., Figueiredo et al., 2009; 2010). Um padr&o biogeografico similar
da diversificacao desse grupo ja havia sido proposto por Ribas e Miyaki (2004).
Nesse estudo sugere-se que a linhagem irma de A. weddellii possivelmente se
distribuia em regides mais ao sul do Brasil e a colonizacdo de areas mais ao
norte, relacionadas a Amazonia deu origem nessas regides a linhagem que se
diversificou em A. solstitialis, A. maculata, A. jandaya e A. auricapilla, sendo

gue N. nenday teria mantido distribuicdo mais proxima da do ancestral. Porém,
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€ possivel também que a divergéncia de Nandayus nenday se deu devido a
colonizacédo de regides mais ao sul, em areas como o0 chaco boliviano, visto
gue a distribuicdo de probabilidades de &area ancestral do n6 que sustenta o
clado irméo de A. weddellii € muito similar a do né ancestral do clado irméo de
Nandayus nenday, o que indica que a mudanca de area possivelmente ocorreu
na linhagem desta espécie.

A diversificagdo do restante do clado ocorreu durante o Pleistoceno
(entre 1,71 e 0,50 Ma.) e poderia estar relacionada as oscila¢des climaticas
deste periodo, em que 0os maximos glaciais promoviam a fragmentacdo de
florestas, isolando as populacbes de espécies relacionadas a ambientes
florestais, assim como permitindo a expansdo da distribuicdo de espécies
relacionadas a climas mais secos, como acontece por exemplo com algumas
espécies alpinas que expandem suas distribuicbes em épocas glaciais
(Galbreath et al., 2009). Essa hipétese ja fora proposta anteriormente para
explicar a divergéncia entre A. jandaya e A. auricapilla, separadas por regides
de vegetacao seca do nordeste do Brasil, que em épocas de maximos glaciais
possivelmente expandiu sua distribuicdo e isolou populagbes do ancestral
dessas espécies (Ribas e Miyaki, 2004). Além disso, a data estimada da
divergéncia entre essas espécies no presente trabalho (0,76 Ma.) corresponde
a um periodo de maximo glacial do Pleistoceno (Bintanja e van de Wal, 2008).
Ja a divergéncia entre A. solstitialis e A. maculata (0,50 Ma.) pode estar
relacionada a um periodo interglacial (Huybers e Wunsch, 2005) em que a
floresta expande sua distribuicédo, visto que sdo espécies mais relacionadas a
areas abertas e secas e possivelmente a distribuicdo do ancestral de A.
solstitialis e A. maculata retraiu com a expansao da floresta, o que pode ter
isolado as populacdes. A reconstrucdo de area ancestral indica que o ancestral
de A. maculata e A. solstitialis possui alta probabilidade de ocorrer
exclusivamente na regido amazonica. O restante das areas ancestrais dos nés
indica uma distribuicdo mais ampla para os ancestrais de A. jandaya e A.

auricapilla.

Clado B
O clado B apresentou datas relativamente antigas de diversificacdo de
todas as linhagens de espécies (entre 14 e 10 Ma.), durante o Mioceno. O
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clado B possui ampla distribuicdo geografica e quase todas as suas
diversificacdes parecem ter ocorrido ha mais de 10 Ma. (figura 18).
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Figura 18: Distribui¢cdo geografica do clado B, o cronograma com as datas de divergéncia e a
reconstrucdo de &rea ancestral do clado. Valores ao lado dos n6s do cronograma se referem
ao bootstrap da andlise mitocondrial de maxima verossimilhanca e as probabilidades
posteriores das analises Bayesianas (mitocondrial e nuclear) no MrBayes e no BEAST,
respectivamente. Regides: A- América Central, D- Amazénia, E- leste e sudeste da América do
Sul, F- sul da América do Sul, *- distribui¢do incerta.

A diversificacdo deste clado foi complexa, possivelmente envolvendo

eventos de dispersdo e isolamento. Uma hipotese € que a distribuicdo do

ancestral desse grupo era ampla por toda a América do Sul e uma possivel
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vicariancia separou uma linhagem na porcédo leste (linhagem que originou A.
aurea, A. canicularis e A. nana) e outra na porcao oeste da América do Sul
(imhagem que originou A. cactorum e A. pertinax). De acordo com a
reconstrucdo de area ancestral esse cenario € plausivel, visto que ha uma
maior probabilidade de uma ampla distribuicdo na Amazébnia e no leste da
América do Sul para o ancestral do grupo. O n6 que sustenta o clado de A.
pertinax e A. cactorum apresenta um acréscimo da probabilidade de uma
distribuicdo mais restrita na Amazoénia, sendo que o0 né irmdo deste (que
agrupa A. aurea, A. nana e A.canicularis) apresenta maior incerteza na
distribuicdo ancestral, porém consideramos que a distribuicdo ancestral deve
corresponder ao leste da América do Sul, que também tem uma probabilidade
alta na nossa andlise. A divergéncia entre A. cactorum e A. pertinax poderia
estar relacionada a uma colonizagdo da regidao seca no nordeste do Brasil por
volta de 10 Ma.

De acordo com a reconstrucdo de area ancestral ha uma baixa
probabilidade de origem do clado com espécies da Ameérica Central nesta
regido, além disso, as principais diversificacbes trans-istmo parecem ter
ocorrido somente apos o fechamento do Istmo do Panama entre 4 e 3,1 Ma.
(Kirby et al., 2008; Coates e Obando, 1996). E interessante mencionar que
diversificacdes trans-istmo foram especialmente raras até 8 Ma. em certas
espécies de Columbiformes (Smith e Kicka, 2010). E preciso também destacar
gue o fechamento do Istmo do Panama € um processo gradual que decorreu
da colisdo tectonica do arco da América Central com o norte da placa da
América do Sul, evento cujas primeiras evidéncias de atividade tectdnica datam
de cerca de 12 Ma. (Coates et al., 1992). Porém, a aproximacao das duas
massas continentais permitiu que migracdes trans-istmo ocorressem de
maneira mais comum apenas apos 8 Ma., apesar de ainda serem raras (Simth
e Kicka, 2010). Logo, parece ser mais plausivel que a colonizacdo da América
Central por essas espécies ocorreu apos o fechamento do Istmo,
possivelmente em eventos independentes, sendo que a divergéncia entre as
espécies ja estava estabelecida ha um longo periodo de tempo (entre 10 e 13
Ma.). Como ndo ha resolucdo nem suporte para as relacdes dessas trés
espécies, sO é possivel especular sobre os eventos que levaram a suas

divergéncias. Assim, uma possivel explicacdo seria a colonizacdo da regido
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oeste da América do Sul e subsequente colonizacdo da América Central. Como
a divergéncia de A. nana e A. canicularis € antiga (entre 15 e 10 Ma.) é
possivel que dois eventos separados de colonizacdo da regido oeste da
América do Sul pelos ancestrais de cada espécie tenham levado a essas
especiacdes, A. aurea possivelmente manteve a distribuicdo do ancestral

desse grupo.

Clado C

O clado C parece ser o taxon de origem mais recente, ha cerca de 10
Ma. e grande parte da diversificacdo ocorrendo no Plioceno (entre 5 e 2,4 Ma.).
A distribuicdo geografica ampla das espécies que compdem o clado C e as
datas de divergéncia entre elas podem ser observadas na figura 19. Esse clado
C iniciou sua diversificagdo no Mioceno hé cerca de 10 Ma. que coincide com
uma época de intenso soerguimento na regido norte dos Andes (Hoorn et al.,
2010), o que pode ter gerado o isolamento entre uma linhagem que habitava
em regides de baixa altitude (que deu origem as espécies A. holochlora e A.
leucophthalmus) e outra linhagem que passou a estar relacionada a ambientes
montanhosos (que deu origem as espécies restantes do clado). A analise de
reconstrucao de area ancestral parece congruente com este cenario (figuras 16
e 19), pois o ancestral do grupo todo tem alta probabilidade de ter ocupado
uma area ampla na América do Sul, ndo relacionada com os Andes. A
linhagem de regibes de baixa altitude possivelmente teve sua especiacao
relacionada a colonizacdo da América Central. A espécie A. holochlora,
possivelmente se divergiu da linhagem de A. leucophthalmus devido a
colonizacdo dessa regido ha cerca de 5 Ma., em um evento envolvendo a
travessia da faixa oceénica que separava a América do Sul da América Central
antes do fechamento do Istmo do Panama. Apesar de a grande maioria de
eventos de especiacao trans-istmo terem ocorrido apos o fechamento do Istmo
had 3,1 Ma. (Coates e Obando, 1996), j& foram reportadas especiacbes de
Columbiformes antes do fechamento do Istmo (Smith e Klicka, 2010).
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Figura 19: Distribuicdo geografica do clado C, o cronograma com as datas de divergéncia e a
reconstru¢do de area ancestral do clado. Valores ao lado dos n6s do cronograma se referem
ao bootstrap da andlise mitocondrial de méaxima verossimilhanca e as probabilidades
posteriores das analises Bayesianas (mitocondrial e nuclear) no MrBayes e no BEAST,
respectivamente. Regifes: A- América Central, B- Caribe, C- Andes, D- Amazobnia, E- leste e

sudeste da América do Sul, *- distribui¢do incerta.
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Dentro do grupo mais associado aos Andes, o intenso soerguimento do
norte dos Andes até o Plioceno inicial (4,5 Ma., Mora et al., 2010) pode estar
relacionado com parte das especiacOes deste clado, que ocorreram por volta
deste periodo. O clado que habita a regido do Caribe (A. chloroptera, A. euops)
apresentou baixos valores de suporte estatistico em todas as analises, com um
ramo bastante curto sustentando seu nd, o que indica que essas especies
formam uma politomia com o clado (A. erythrogenys, (A. rubritorquis, (A.
finschi, A. brevipes))). A colonizagédo de Cuba pelo ancestral de A. euops e da
llha de S&o Domingos pelo ancestral de A. chloroptera pode ter ocorrido
durante um periodo em que oscilagdes do nivel do mar levaram a eventos de
diminuicdo do nivel em diversos momentos, o que pode ter facilitado a
dispersdo da América do Sul para as ilhas do Caribe ha 4 e 3,3 Ma., épocas
com niveis do mar reduzidos, comparado aos atuais (Miller et al., 2005). O
fechamento do Istmo do Panama ha 3,1 Ma. (Coates e Obando, 1996) pode ter
influenciado nas especiacfes do clado com distribuicdo na América Central (A.
rubritorquis, (A. finschi, A. brevipes)), que teve origem estimada para logo apés
0 estabelecimento da conexdo entre os dois continentes (2,75 Ma.). Essa
possivel colonizacdo de novos ambientes disponiveis pode ter resultado nessa
radiacdo, visto o curto tamanho de ramos separando essas espécies e a baixa

resolugcao de suas relagdes.

Clado D

O padrao biogeogréfico do clado D, que contém A. acuticaudata e os
géneros monotipicos Diopsittaca e Guarouba, € bastante complexo, com
distribuicbes amplas e disjuntas de A. acuticaudata e D. nobilis (figura 20). As
divergéncias dentro desse clado [G. guarouba versus (A. acuticaudata, D.
nobilis) ha cerca de 13,5 Ma. e A. acuticaudata versus D. nobilis ha cerca de
10,5 Ma.] ocorreram no Mioceno. Como A. acuticaudata e D. nobilis possuem
populacdes disjuntas, seria necessario realizar estudos populacionais
detalhados para permitir interpretar melhor os dados. Porém, é possivel sugerir
gue a divergéncia de G. guarouba do restante do grupo pode estar relacionada
com o habitat de regides mais Umidas dessa espécie, em detrimento dos
habitats tipicamente mais secos do restante do clado (Collar, 1997). A

reconstrucdo de &rea ancestral apdia este cenario, visto que ha uma maior
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probabilidade de o ancestral do clado ter uma distribuicdo ampla na América do
Sul, sendo que apenas G. guarouba possui ocorréncia exclusiva na Amazoénia.
Isso pode ter ocorrido devido a mudangas na regido amazonica decorrentes do
soerguimento dos Andes, em que o fluxo de sedimentos passou do sentido
leste-oeste, para oeste-leste, resultando na formacao gradual do rio Amazonas
(consolidado ha cerca de 7 Ma.; Figueiredo et al., 2009; 2010). A divergéncia
entre A. acuticaudata e D. nobilis ocorreu possivelmente devido a disperséo
para novas regifes, porém é necessario um estudo populacional mais

detalhado para identificar as possiveis areas originais de cada espécie.
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Figura 20: Distribuicdo geografica do clado D, o cronograma com as datas de divergéncia e a
reconstrucdo de area ancestral do clado. Valores ao lado dos nés do cronograma se referem
ao bootstrap da analise mitocondrial de méxima verossimilhangca e as probabilidades
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posteriores das analises Bayesianas (mitocondrial e nuclear) no MrBayes e no BEAST,
respectivamente. Regides: D- Amazodnia, E- leste e sudeste da América do Sul, F- sul da

América do Sul, *- distribui¢éo incerta.

6. Conclusdes

As andlises filogenéticas do presente estudo sdo as primeiras a
indicarem que as espécies do género Aratinga estdo organizadas em quatro
clados, cada um deles com alto suporte estatistico; mas estes clados nado se
agrupam em um unico grupo monofilético. O clado A do presente trabalho é
completamente congruente com o grupo A. solstitialis proposto por Silveira e
colaboradores (2005) baseado em dados morfolégicos. O tdxon monotipico
Nandayus nenday faz parte deste grupo, tendo posicdo mais interna que A.
weddellii que é irma do restante do grupo (figura 14). O clado A é irmao de um
clado que contém representantes dos géneros Ara, Primolius, Orthopsittaca e
Cyanopsitta (figura 14), com alto suporte estatistico em todas as analises, o
gue corrobora a auséncia de monofilia do género Aratinga. O clado B também
€ completamente congruente com o grupo A. pertinax (Silveira et al., 2005) e
parece ser o grupo irmao do clado que contém o clado A e o clado dos
representantes dos géneros Ara, Primolius, Orthopsittaca e Cyanopsitta (figura
14). O clado C apresenta grande congruéncia com o grupo A. leucophthalmus
(Silveira et al., 2005), exceto pela exclusdo da espécie A. acuticaudata (figura
14). Essa espécie parece ser irma de Diopsittaca nobilis e, por sua vez, esse
grupo deve ser irmdo de Guarouba guarouba, compondo o clado D com
suportes maximos (figura 14).

Essas evidéncias sugerem fortemente que o taxon Aratinga ndo seja
monofilético, logo, consideramos necessaria uma revisdo taxondmica do
género. A relacdo proxima de Nandayus nenday e espécies do complexo
Aratinga solstitialis ja havia sido sugerida anteriormente (Ribas e Miyaki, 2004).
O Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos indicou que Nandayus nenday
deveria ser denominada como Aratinga nenday (CBRO, 2010). A auséncia de
relacdo proxima entre A. leucophthalmus e A. solstitialis também ja havia sido
observada (Tavares et al., 2006). No entanto, o resultado de que A.
acuticaudata parece néo ter relagcdo proxima com nenhuma outra espécie do

género so foi observado no presente estudo. A proximidade de relagdo entre A.
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acuticaudata e D. nobilis nunca havia sido sugerida antes. Com base nas
relacdes filogenéticas encontradas seria possivel organizar as espeécies do
género Aratinga em pelo menos quatro taxons. Como tal proposta €
relativamente ousada por envolver muitas mudangas, o ideal é que estudos
baseados em dados independentes dos aqui apresentados (ex. filogenias
baseadas em dados morfolégicos e morfométricos) sejam realizados testando
0S mesmos taxons aqui analisados.

A andlise da biogeografia dos clados com espécies de Aratinga
encontrados sugere uma complexa histéria com eventos de colonizacdo e
vicariancia, possivelmente relacionados a eventos como o soerguimento dos
Andes, o fechamento do Istmo do Panama e oscilagbes climaticas do
Pleistoceno. A colonizagdo da América Central parece ter ocorrido ao menos
trés vezes independentemente, com um evento possivelmente relacionado ao
fechamento do Istmo do Panama e outros anteriores a este, possivelmente
devidos a oscila¢gdes no nivel do mar. Estudos com amostragem populacional
geografica representativa, dentro desses clados encontrados, podem auxiliar a
elucidar o padrao complexo de diversificacdo desses tdxons de psitacideos,
assim como agregar mais detalhes a rica histéria da avifauna da regido

Neotropical.
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Anexo |: Tabela de distancia-p entre pares de tdxons baseada em todos os genes mitocondriais concatenados dos 37 taxons

utilizados nas analises filogenéticas. Analise realizada no programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011).

A. A. A. solstitialis A. A. Nandayus Cyanopsitta | Orthopsittaca Ara Primolius A. A. A. .
auricapilla jandaya solstitialis | maculata nenday A. weddellii spixii manilata ararauna auricollis cactorum | A. pertinax canicularis A. aurea A.nana leucophthalmus | holochlora
A. auricapilla
A.jandaya 0,005
A. solstitialis GB 0,005 0,002
A. solstitialis 0,008 0,009 0,008
A. maculata 0,010 0,010 0,010 0,002
Nandayus nenday 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
A. weddellii 0,083 0,082 0,083 0,080 0,081 0,088
Cyanopsitta spixii 0,101 0,099 0,101 0,100 0,100 0,101 0,097
Orthopsittaca
manilata 0,099 0,099 0,100 0,098 0,099 0,105 0,092 0,098
Ara ararauna 0,099 0,098 0,099 0,096 0,096 0,100 0,099 0,100 0,088
Primolius auricollis 0,101 0,101 0,101 0,100 0,101 0,103 0,098 0,092 0,088 0,083
A. cactorum 0,086 0,086 0,087 0,086 0,086 0,090 0,084 0,092 0,094 0,094 0,090
A. pertinax 0,091 0,091 0,090 0,090 0,091 0,098 0,089 0,098 0,096 0,101 0,093 0,040
A. canicularis 0,101 0,100 0,100 0,099 0,098 0,099 0,090 0,097 0,095 0,103 0,099 0,057 0,061
A. aurea 0,094 0,094 0,094 0,091 0,092 0,096 0,095 0,096 0,098 0,094 0,094 0,053 0,052 0,060
A. nana 0,092 0,090 0,092 0,090 0,090 0,094 0,090 0,098 0,097 0,097 0,097 0,054 0,060 0,060 0,052
A. leucophthalmus 0,098 0,098 0,099 0,097 0,097 0,103 0,098 0,098 0,101 0,105 0,099 0,091 0,095 0,096 0,091 0,098
A. holochlora 0,103 0,102 0,103 0,101 0,101 0,102 0,098 0,098 0,101 0,107 0,099 0,089 0,097 0,096 0,094 0,098 0,024
A. wagleri 0,099 0,098 0,100 0,099 0,099 0,101 0,093 0,097 0,098 0,107 0,100 0,090 0,092 0,093 0,095 0,100 0,040 0,038
A. mitrata 0,100 0,098 0,100 0,099 0,100 0,099 0,094 0,097 0,099 0,105 0,098 0,088 0,093 0,093 0,095 0,100 0,043 0,038
A. euops 0,101 0,100 0,102 0,100 0,101 0,098 0,095 0,098 0,102 0,107 0,102 0,093 0,097 0,097 0,096 0,101 0,047 0,044
A. chloroptera 0,098 0,097 0,098 0,098 0,098 0,099 0,094 0,101 0,101 0,105 0,101 0,091 0,096 0,096 0,096 0,101 0,048 0,045
A. erythrogenys 0,100 0,098 0,100 0,099 0,099 0,101 0,094 0,100 0,103 0,107 0,103 0,092 0,095 0,097 0,095 0,101 0,048 0,045
A. brevipes 0,098 0,097 0,098 0,097 0,098 0,099 0,094 0,100 0,102 0,105 0,102 0,089 0,092 0,096 0,096 0,100 0,046 0,042
A. finschi 0,098 0,096 0,098 0,097 0,097 0,100 0,093 0,098 0,101 0,104 0,100 0,090 0,094 0,097 0,097 0,100 0,048 0,043
A. rubritorquis 0,099 0,097 0,099 0,098 0,099 0,100 0,094 0,100 0,102 0,104 0,102 0,091 0,095 0,098 0,098 0,101 0,049 0,046
A. acuticaudata 0,098 0,097 0,097 0,095 0,095 0,101 0,098 0,099 0,101 0,097 0,099 0,089 0,092 0,094 0,096 0,097 0,098 0,095
Diopsittaca nobilis 0,097 0,096 0,097 0,094 0,094 0,099 0,101 0,101 0,099 0,099 0,103 0,091 0,097 0,099 0,096 0,098 0,098 0,100
Guarouba guarouba 0,096 0,095 0,096 0,093 0,093 0,100 0,095 0,099 0,093 0,098 0,098 0,083 0,088 0,094 0,090 0,092 0,097 0,096
Anodorhynchus
hyacinthinus 0,092 0,092 0,092 0,090 0,090 0,092 0,088 0,094 0,095 0,096 0,096 0,088 0,093 0,091 0,094 0,092 0,091 0,092
Cyanoliseus
pyatagonos 0,105 0,104 0,105 0,104 0,103 0,107 0,105 0,102 0,104 0,099 0,101 0,090 0,098 0,101 0,098 0,098 0,106 0,101
Enicognathus
Ieptorr?ynchus 0,101 0,101 0,101 0,099 0,099 0,104 0,098 0,096 0,097 0,105 0,102 0,092 0,094 0,098 0,100 0,100 0,097 0,097
Rhynchopsitta
pachyrhyncha 0,117 0,117 0,118 0,117 0,117 0,118 0,113 0,116 0,114 0,111 0,111 0,106 0,101 0,114 0,109 0,109 0,116 0,115
Pyrrhura leucotis 0,109 0,108 0,108 0,109 0,109 0,107 0,104 0,107 0,107 0,111 0,106 0,098 0,100 0,103 0,103 0,105 0,098 0,102
Deroptyus
accipi':r?lnus 0,119 0,119 0,120 0,119 0,119 0,124 0,114 0,118 0,112 0,121 0,120 0,110 0,118 0,113 0,120 0,115 0,118 0,116
Pionites leucogaster 0,107 0,107 0,107 0,106 0,105 0,112 0,111 0,112 0,115 0,120 0,118 0,103 0,108 0,109 0,113 0,110 0,110 0,108
Forpus crassirostris 0,143 0,143 0,144 0,144 0,143 0,147 0,144 0,149 0,148 0,145 0,143 0,141 0,145 0,144 0,148 0,144 0,147 0,148
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(continuacao da Tabela do Anexo 1)

A. A. A. A. A. A. A. A. Diopsittaca Guarouba Anodorhynchus | Cyanoliseus | Enicognathus Rhynchopsitta Pyrrhura Pionites
wagleri mitrata euops | chloroptera | erythrogenys | brevipes | A.finschi rubritorquis | acuticaudata nobilis guarouba hyacinthinus patagonos leptorhynchus pachyrhyncha leucotis leucogaster
A. auricapilla
A.jandaya
A. solstitialis GB
A. solstitialis
A. maculata
Nandayus nenday
A. weddellii
Cyanopsitta spixii
Orthopsittaca
manilata
Ara ararauna
Primolius auricollis
A. cactorum
A. pertinax
A. canicularis
A.aurea
A.nana
A. leucophthalmus
A. holochlora
A. wagleri
A. mitrata 0,023
A.euops 0,029 0,023
A. chloroptera 0,030 0,023 0,022
A. erythrogenys 0,028 0,022 0,023 0,022
A. brevipes 0,030 0,024 0,025 0,023 0,015
A. finschi 0,029 0,024 0,024 0,023 0,014 0,010
A. rubritorquis 0,029 0,022 0,023 0,023 0,013 0,011 0,009
A. acuticaudata 0,092 0,096 0,095 0,095 0,096 0,096 0,093 0,096
Diopsittaca nobilis 0,096 0,097 0,097 0,099 0,098 0,100 0,097 0,099 0,047
Guarouba guarouba 0,093 0,092 0,093 0,096 0,095 0,094 0,092 0,093 0,058 0,054
Anodorhynchus
hyacinthinus 0,087 0,090 0,091 0,089 0,091 0,092 0,089 0,090 0,084 0,090 0,087
Cyanoliseus
patagonos 0,105 0,102 0,103 0,106 0,102 0,103 0,100 0,103 0,094 0,094 0,090 0,091
Enicognathus
leptorhynchus 0,095 0,095 0,096 0,098 0,098 0,096 0,096 0,097 0,092 0,097 0,095 0,090 0,097
Rhynchopsitta
pachyrhyncha 0,113 0,114 0,112 0,114 0,112 0,113 0,112 0,114 0,113 0,111 0,114 0,106 0,105 0,109
Pyrrhura leucotis 0,098 0,100 0,100 0,100 0,101 0,099 0,098 0,100 0,101 0,107 0,105 0,101 0,107 0,099 0,110
Deroptyus
accipitrinus 0,116 0,117 0,117 0,119 0,119 0,118 0,117 0,119 0,113 0,114 0,112 0,107 0,114 0,111 0,123 0,112
Pionites leucogaster 0,107 0,107 0,106 0,108 0,108 0,107 0,106 0,109 0,107 0,114 0,109 0,106 0,113 0,107 0,118 0,105
Forpus crassirostris 0,144 0,144 0,146 0,143 0,145 0,144 0,143 0,144 0,149 0,147 0,144 0,144 0,153 0,144 0,153 0,144 0,142
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