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1. Introducédo

1.1 Hipdteses de diversificacdo na regido Neotropical

A regido Neotropical abrange uma das maiores biodiversidades do mundo e
diversos hotspots de biodiversidade, isto €, areas com alta concentracdo de espécies
endémicas com alto nivel de degradacao (Myers, 2000; Rull, 2008). A origem e a
evolucdo de tamanha diversidade bioldgica tém chamado a atencdo de diversos
pesquisadores evolutivos (Antonelli & Sanmartin, 2011) e assim, vérias hipoteses de
diversificagdo tem sido propostas na tentativa de explicar tal fendbmeno, tais como a
hipétese dos refugios (Haffer, 1969; Vanzolini & Willians, 1970), dos rios como

barreiras (Wallace, 1852) e gradientes ecoldgicos (Endler, 1982), entre outros.

Entre as diversas hipéteses, a teoria dos reflgios (Haffer, 1969; Vanzolini &
Willians, 1970) pode ser considerada uma das mais populares. Segundo esta teoria, 0
os ciclos climaticos que ocorreram no planeta durante o Pleistoceno teriam
modificado a cobertura vegetal. Assim, durante os periodos secos e frios as florestas
Umidas teriam sido fragmentadas e isoladas uma das outras por areas de vegetacdes
abertas. Do mesmo modo, populagdes de organismos dependentes de florestas,
abrigados em diferentes fragmentos florestais (refigios), permaneceriam isoladas
uma das outras durante este periodo, podendo ocorrer diferenciacdo. Inversamente,
durante os periodos Umidos e quentes, os fragmentos florestais se expandiriam e se
uniriam novamente, permitindo também que as populacdes de organismos se
expandissem e se conectassem. Assim, se 0 tempo de isolamento tiver sido longo o
suficiente, mesmo em contato, as populagdes se manteriam como entidades
diferenciadas. Esta teoria tem sido proposta como explicacédo para a diversificacdo de
diversos organismos que ocorrem na regido Neotropical (Ribas & Miyaki, 2004;
Cabanne et al., 2008; Carnaval et al., 2009; Maldonado-Coelho, 2012). Apesar da sua
popularidade, essa hipbtese também tem sido refutada em alguns trabalhos. Por
exemplo, diversos autores, com base em dados paleoecoldgicos, sugerem a auséncia
de fragmentacdo florestal na Amazonia durante o Pleistoceno (Colinvaux et al., 1996,
2000; Bush & de Oliveira, 2006). Além disso, diversas estimativas de tempo de
divergéncia mostram que varios eventos de diversificagdo parecem ter ocorrido

anteriormente ao Quaternario, ndo sendo entdo restrito a esse periodo (Cracraft &



Prum, 1988; Moritz et al. 2000; Eberhard & Bermingham, 2005; Rull, 2008, 2011).
No entanto, com respeito a essa ultima critica, Haffer (1997) argumenta que a teoria
dos refligios ndo se restringe apenas ao Quaternario, mas sim que 0S processos de
diversificacdo poderiam ter ocorrido durante os ciclos climéticos durante o Terciario

ou até mesmo em periodos anteriores.

Outra hipotese de diversificacdo é a dos rios como barreira (Wallace, 1852).
Segundo essa hipdtese os rios poderiam servir como barreiras geogréficas ao fluxo
génico. Assim, o surgimento de um rio poderia ocasionar o isolamento de individuos
em lados opostos e, dado o devido tempo, poderia ocorrer diferenciacdo entre os
mesmos. Varios estudos tém mostrado padrdes de distribuicdo de diversos taxons
congruentes com essa hipotese, em particular na regido da bacia amazdnica onde 0s
rios parecem ter tido um papel importante no processo de diversificacdo (Ayres &
Clutton-Brock, 1992; Ribas et al. 2011; Souza-Neves et al., 2013; Fernandes et al.,
2014a, 2014b). No entanto esse modelo também ndo estd livre de criticas. Haffer
(1997) postula que a efetividade dos rios como barreira ao fluxo génico diminuiria
gradualmente em direcdo a cabeceira (largura do rio mais estreita), colocando em
questdo a validade desse modelo. Outra critica € o fato de que 0s rios poderiam
apenas estar delimitando a atual distribuicdo de tdxons que teriam se divergido por

outros mecanismos independentemente dos rios (revisado por Moritz et al. 2000).

Diferentemente dos modelos anteriores, a hipdtese dos gradientes sugere que a
diversificacdo também pode ocorrer em parapatria (Endler, 1982). De acordo com
essa hipotese individuos que habitam ambientes adjacentes e distintos estariam
sujeitos a pressdes seletivas diferentes, o que poderia levar a uma divergéncia
adaptativa entre eles, ndo sendo necessaria a completa supressdo do fluxo génico
como nos modelos anteriores (revisado por Moritz et al. 2000). Assim, é esperada
maior divergéncia entre habitats do que dentro de habitats (Moritz et al. 2000).
Apesar de os modos de especiacdo alopatricos ainda serem 0s mais comumente
sustentados, alguns estudos tém mostrado resultados concordantes com esse modelo
(Smith et al., 1997; Ogden & Thorpe, 2002), mas poucos para a regido Neotropical
(Werneck et al., 2012a)

A aparente falta de consenso sobre a origem e manutencdo dessa grande
biodiversidade sugere uma histéria complexa para a regido Neotropical e que

possivelmente os processos de diversificacdo ndo se restringem a um Unico



mecanismo ou periodo (Rull, 2011; Turchetto-Zolet, 2013). Dessa forma, fica clara a
necessidade de mais estudos para entendermos melhor como surgiu e se mantém
tamanha diversidade. Neste contexto, o desenvolvimento de técnicas moleculares
forneceu uma nova ferramenta para estudos evolutivos (Crisci et al., 2003) e
propiciou o surgimento de uma nova area de estudo que possibilitaria testes de

hipdteses: a filogeografia (Avise et al., 1987).

1.2 Filogeografia

A filogeografia, considerada uma subarea da Biogeografia, tem como objetivo
geral descrever como e quais processos evolutivos sdo responsaveis pela diversidade
e distribuicdo de linhagens genéticas entre e dentro de espécies proximas (Avise,
2000). Essa area de estudo relativamente recente, foi proposta por Avise et al. (1987)
e estabelece uma conexao entre genética de populacdes (microevolucdo) e filogenia

(macroevolucdo), que até entdo vinham se desenvolvendo separadamente.

Com isso em mente, 0 DNA mitocondrial (mtDNA) foi considerado como o
marcador molecular ideal para estudos filogeograficos devido a suas caracteristicas,
tais como: estrutura simples com auséncia de introns, espacadores, pseudogenes,
elementos repetitivos ou elementos transponiveis ativos, evolucao rapida em relacéo
ao DNA nuclear e seu modo de heranca uniparental (normalmente materna) livre de
eventos de recombinacgdo (Avise et al., 1987; Avise, 2009). Além disso, devido ao
seu carater haploide e seu modo de heranca, 0 mtDNA possui tamanho efetivo
aproximadamente 4 vezes menor comparado ao do DNA nuclear, estando assim mais
sujeito aos efeitos da deriva génica e o sorteamento de linhagens ocorreria de forma
mais rapida, permitindo recuperar eventos de diversificagdo mais recentes (Zink &
Barrowclough, 2008; Avise, 2009).

Inicialmente, a abordagem classica dos estudos filogeograficos possuia um
carater descritivo e consistia na inferéncia de hipoteses sobre a historia evolutiva de
taxons ou linhagens baseada em uma arvore de gene ou rede de haplotipos em um
contexto geografico, sobrepondo-as sobre um mapa de distribuicdo. De acordo com
Avise et al. (1987) cinco padrdes filogeograficos basicos poderiam ser encontrados:
linhagens com grande divergéncia genética e separadas geograficamente (padrdo 1)

ou co-ocorrendo em uma mesma area (padrdo 2). As linhagens podem ainda



apresentar baixa divergéncia e estarem geograficamente isoladas (padrdo 3), serem
simpatricas (padrdo 4) ou ocorrendo de forma intermediaria, com alguns haplotipos

geograficamente isolados e outros amplamente distribuidos (padrao 5).

Entretanto, nas Gltimas décadas, a filogeografia teve um grande avanco com a
incorporacdo da teoria da coalescéncia, que fornece um suporte estatistico na
estimativa de parametros populacionais, como tamanho efetivo populacional, taxa de
migracdo, tempo de divergéncia, mudancas no tamanho populacional; além do
desenvolvimento de metodologias que permitem testar hipdteses (cenérios
demogréaficos) baseadas em modelos estatisticos (Knowles & Maddison, 2002;
Rosenberg & Nordborg, 2002; Hickerson et al., 2010).

A teoria da coalescéncia, descrita por Kingman na década de 80, prediz que as
linhagens presentes atualmente descendem de um ancestral comum em algum
momento da historia no passado (Avise, 2009). Isto &, se tracarmos a ancestralidade
de um grupo de linhagens (ou alelos) voltando no tempo, eventualmente elas
coalescerdo até uma unica linhagem que corresponde ao ancestral comum mais
recente (MRCA — do inglés most recent common ancestor; Nordborg, 2003). Uma
interessante analogia desse processo, denominado “Bugs in a box”, foi descrita por
Felsenstein (2004) em seu livro Inferring Phylogenies: considerando que, dentro de
uma caixa, existam k besouros hiperativos, vorazes, insaciaveis e nao discriminantes
voando aleatoriamente, ocasionalmente ocorrem colisdes entre dois besouros e um
devora o outro (evento coalescente), sendo insacidveis, logo voltam a voar
aleatoriamente, repetindo o processo diversas vezes até que reste apenas um besouro
(o MRCA).

Todavia, a coalescéncia resultante em um ancestral comum néo significa a
existéncia exclusiva do mesmo no passado, mas sim a perda de linhagens ao longo
das geracOes até o presente (Avise, 2009). Um dos principais fatores que geram esse
processo coalescente € a diferenca no numero de filhotes produzidos entre 0s
individuos, pois aqueles que ndo produzirem descendentes ndo transmitirdo seus
alelos para a proxima geragdo, o que pode culminar com a extin¢do de sua linhagem.
Por outro lado, a linhagem de individuos com muitos descendentes proliferara.
Assim, a estrutura de uma arvore de genes depende de quais individuos deixaram
descendentes, e no caso de locos diploides, qual dos dois alelos foi transmitido pela

reproducdo (Avise, 2009; Nielsen & Beaumont, 2009). A aleatoriedade desse



processo pode resultar em arvores de genes que diferem em sua estrutura para 0s
diferentes locos. Assim, uma Unica arvore representa apenas uma de diversas
historias possiveis de um grupo de organismos, sendo necesséria a analise de diversos
locos para reduzir o efeito desta estocasticidade, além de aumentar o poder estatistico
diminuindo os erros nas estimativas (Wakeley, 2002; Avise, 2009; Brito & Edwards,
2009; Nielsen & Beaumont, 2009).

Dentro desta perspectiva, ficou evidente a necessidade de adicionar dados
nucleares nos estudos filogeogréficos, pois 0 genoma mitocondrial, apesar de possuir
diversas caracteristicas desejaveis, é considerado como um loco Unico (Avise, 2009).
Diversos marcadores nucleares sdo conhecidos atualmente, tais como: microssatélites
e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism); estes Gltimos podem ser identificados em
introns, locos andnimos e cromossomos sexuais (ex. Y nos mamiferos e Z para as
aves) (Brito & Edwards, 2009). A seguir sdo detalhados os dois ultimos tipos de

marcadores que foram utilizados no presente estudo.

Locos nucleares anbnimos séo regides do genoma ndo codificantes e
selecionados aleatoriamente (Lee & Edwards, 2008; Thomson et al., 2010). Algumas
caracteristicas que tornam esse tipo de marcador util para inferéncias filogeograficas
sdo: idealmente se localizam em diversas areas do genoma e, assim, ndo estdo
ligados; possuem elevadas taxas de substituicdo nucleotidica, o que os tornam
informativos até mesmo em estudos de divergéncias recentes; e possuem baixa
probabilidade de estarem sob acdo da selecdo por meio do efeito carona, ao contrario
do que ocorre com introns (Brito & Edwards, 2008; Thomson et al., 2010; Bertozzi et
al., 2012). Segundo Thomson et al. (2010), uma das desvantagens desse tipo de
marcador é a existéncia de possiveis genes paralogos que podem confundir a historia
evolutiva dos taxons estudados. No entanto, 0s autores sugerem algumas
metodologias que podem ser utilizadas a fim de evitar esse problema, sendo as duas
principais: a) fazer BLAST do loco contra um genoma completo e bem anotado e
verificar a presenca de multiplos resultados com alto escore; b) analisar a propria
sequéncia. Esta Gltima metodologia permite detectar sitios heterozigotos presentes em
todos os individuos sequenciados o que indicaria a presenca de paralogia (Rosenblum
et al., 2007; Bertozzi et al., 2012).



Outro grupo de marcadores que vem sendo utilizado com mais frequéncia em
estudos moleculares de aves sdo os locos ligados ao cromossomo sexual Z. Em geral,
se espera encontrar mais diferenciacdo e menos introgressdo entre espécies em
marcadores no Z do que em locos autossémicos, devido a hipGtese de que o0s
cromossomos sexuais desempenhariam importante papel no processo de especiagéo.
Isso é previsto pela Regra de Haldane que indica que na prole derivada de duas
espécies distintas (hibridos), o sexo heterogamético tende a ser mais suscetivel a
infertilidade e/ou inviabilidade (Coyne & Orr, 2004). A esterilidade do hibrido
poderia ser causada pela interacdo de genes com incompatibilidade alélica
desenvolvida em alopatria e, sendo esses alelos recessivos, genes que estdo
localizados em cromossomos sexuais teriam maior impacto, pois no sexo
heterogamético ndo haveria possibilidade de o alelo recessivo ser “mascarado” por
um alelo dominante, como ocorre em genes autossémicos (Teoria da Dominancia de
Dobzhansky-Muller; Coyne & Orr, 2004; Carling & Brumfield, 2009).

Adicionalmente, Mank et al. (2007) detectaram elevadas taxas de evolugéo
adaptativa em genes ligados ao cromossomo Z em comparagdo aos autossdmicos
(Fast-Z effect) em galinha (Gallus gallus) e zebra finch (Taeniopygia guttata). Uma
das explicacbes para o fendbmeno também se baseia na Teoria da Dominancia:
mutacdes recessivas benéficas ou deletérias expostas no sexo heterogamético podem
ser mais facilmente fixadas ou eliminadas, respectivamente (Charlesworth et al.,
1987). A deriva genética também teria uma contribuicéo para o Fast-Z effect - devido
ao menor tamanho populacional efetivo do cromossomo Z e consequentemente maior
acdo da deriva - e na taxa de fixacdo de mutagdes levemente deletérias (Mank et al.,
2007, 2010).

Sumariamente, segundo a regra de Haldane, é esperado encontrar niveis mais
baixos de introgressdo em genes ligados ao cromossomo Z comparado aos
autossdmicos, devido ao acumulo de incompatibilidade alélica entre os taxons, que
pode ser acelerada pelo Fast-Z effect e apresentar, consequentemente, maior
diferenciacdo interespecifica (Carling & Brumfield, 2008; Elgvin et al., 2011).
Diversos estudos empiricos realizados em aves tém mostrado resultados que sao
congruentes com essa hipétese (Saetre et al., 2003; Borge et al., 2005; Carling &
Brumfield, 2008, 2009; Carling et al., 2010; Storchova et al., 2010; Elgvin et al.,
2011).



Recentemente, Corl & Ellegren (2013) testaram a utilidade dos genes ligados
ao cromossomo Z em estudos filogenéticos. Foi concluido que, ao adicionar dados de
um ou mais genes ligados ao Z a um conjunto de locos autossémicos, hd uma
substancial melhora na acurécia e resolucéo da arvore de espécie. Esse bom resultado,
segundo os autores, € devido ao menor tamanho efetivo populacional do Z, sendo
assim esperado pouco conflito entre a arvore de gene e a de espécie gerado pelo
sorteamento incompleto de linhagens. Ainda, genes mitocondriais possuem menor
tamanho efetivo do que os ligados ao Z. Assim, a inclusdo de dados mitocondriais
melhora ainda mais a resolucdo da arvore de espécie, indicando que, apesar da
ascensdo da abordagem multilocos, dados mitocondriais ndo devem ser
completamente removidos dos estudos filogenéticos e filogeograficos (revisado por
Brito & Edwards, 2009).

Assim, juntamente com estes avancos e maior robustez nas metodologias de
analise, houve um aumento global consideravel na quantidade de estudos
filogeogréficos desde a publicacdo de Avise et al. (1987). No entanto, para a regido
neotropical, que é megabiodiversa, esses nimeros ainda sdo relativamente baixos,
reforcando a necessidade de realizar estudos nessa regido (Martins & Domingues,
2011; Turchetto-Zolet, 2013).

1.3 Complexo Amazona aestiva/A. ochrocephala

O género Amazona € um dos grupos de maior representatividade dentre os
psitacideos possuindo 31 espécies, das quais 11 estdo presentes no territdrio brasileiro
(Collar, 1997; CBRO, 2011). As espécies de papagaios Amazona aestiva e Amazona
ochrocephala possuem ampla distribuicdo na regido Neotropical, compreendendo a
América do Sul e a América Central (Collar, 1997). Esses papagaios possuem
plumagem predominantemente verde com a cabeca de coloracdo amarela, e podem
ser morfologicamente diferenciados principalmente pela fronte azulada caracteristica
de A. aestiva. Ambas as espécies estdo listadas no Apéndice Il do CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species), mesmo sendo classificadas como de
baixa preocupacéo (least concern) pela IUCN (Internacional Union for Conservation
of Nature; IUCN, 2016).



A. aestiva, popularmente conhecido como papagaio-verdadeiro, possui
distribuicdo ampla que compreende principalmente a regido do Cerrado brasileiro e o
Chaco na Argentina (Figura 1). H& duas subespécies descritas. A. a. aestiva possui a
regido do encontro das asas de cor vermelha e ocorre na por¢éo leste do Brasil, desde
0 Maranhdo, Para e Piaui até o Rio Grande do Sul. J& A. a. xanthopteryx tem o
encontro das asas amarela ou uma mistura de amarelo e vermelho e apresenta
distribuicdo que vai desde a Bolivia e sudoeste do Mato Grosso até o norte da
Argentina (Forshaw, 1989; Collar, 1997). Na regido do Mato Grosso do Sul ha
sobreposicdo na distribuicdo dessas subespécies com individuos com fenotipo
intermediario de coloracdo mista no encontro das asas (Darrieu, 1983 apud Caparroz
et al., 2009). A espécie esta incluida no “Plano de Ag¢do Nacional para a Conservagdo
de Psitacideos da Mata Atlantica” como espécie de interesse especial por ser um dos
principais alvos do comércio ilegal de animais silvestres (Schunck et al., 2011;
IUCN, 2013). Os Planos de Ac¢do Nacionais sdo documentos oficiais do governo
brasileiro, nesse caso sendo representado pelo Instituto Chico Mendes para a
Conservacdo da Biodiversidade, para a conservacdo de espécies ameacadas do Brasil.

A espécie A. ochrocephala ocorre desde a América Central até a bacia
Amazonica na América do Sul (Collar, 1997; Figura 1) e possui taxonomia um tanto
quanto controversa. Alguns autores consideram a existéncia de uma Unica espécie (A.
ochrocephala) contendo nove (Forshaw, 1989) ou dez (Collar, 1997) subespécies que
diferem quanto a gquantidade de coloracdo amarela na cabeca e coloracdo do bico,
sendo trés delas com ocorréncia no Brasil (A. 0. ochrocephala, A. o. nattereri e A. o.
xantholaema). Por outro lado a American Ornithologists’ Union (1998) reconhece
trés especies e diversas subespécies (diferenciadas pela quantidade de cor amarela na
cabeca e pela coloracdo do bico): A. oratrix (quatro subespécies), A. auropalliata
(trés subespécies) e A. ochrocephala (quatro subespécies). Recentemente o0
International Ornithological Committe (IOC) elevou a subespécie A. oratrix
tresmariae para nivel de espécie, resultando em uma nova classificagdo com quatro
espécies (A. oratrix, A. auropalliata, A. ochrocephala e A. tresmariae; Gill &
Donsker, 2015). Tais rearranjos taxondmicos foram realizados baseados em alguns

estudos de sistematica molecular descritos a seguir.



Figura 1: Distribuicdo geogréafica de Amazona aestiva em turquesa e de Amazona
ochrocephala em amarelo (INFONATURA, 2007). Os pontos verdes indicam

localidades amostradas (ver Tabela 1).

Eberhard & Bermingham (2004) realizaram uma analise filogenética
utilizando trés genes de DNA mitocondrial (mtDNA) de oito subespécies de A.
ochrocephala e de A. aestiva. Eles recuperaram trés clados compostos por: 1)
individuos das entdo subespécies de A. ochrocephala que ocorrem na América
Central - CA (oratrix, belizensis, auropalliata, tresmariae, panamensis), 0s quais
mostraram monofilia reciproca entre si; 2) individuos das subespécies de A.
ochrocephala da América do Sul - SA (ochrocephala do Para, nattereri da Bolivia e
xantholaema da llha do Marajo) e individuos de A. aestiva, ou seja, sem monofilia
reciproca entre esses taxons; 3) um unico individuo de A. ochrocephala coletado na
Colémbia (norte da América do Sul, NSA). Ainda nesse trabalho, essas linhagens
também foram obtidas em uma filogenia baseada somente em citocromo oxidase |
(COIl) e com a adicdo de mais um individuo de A. ochrocephala da Colémbia e dois

da Venezuela, os quais foram agrupados no clado NSA. Esses autores levantaram a
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hipétese de que a diversificacdo dessas linhagens teria sido causada pelo rio
Amazonas que seria uma barreira geografica e por refugios pleistocénicos. No mesmo
estudo, a presenca de individuos de A. aestiva em clados com A. ochrocephala foi
melhor investigada utilizando sequéncias de um intron nuclear para um subconjunto
de individuos, que indicou, sem suporte, o monofiletismo reciproco entre os taxons.

Para investigar melhor essa questdo de possivel auséncia de monofiletismo
reciproco, Ribas et al. (2007) adicionaram 28 individuos de A. aestiva e A.
ochrocephala da América do Sul & matriz de dados do trabalho anterior. O estudo,
também baseado em sequéncias de mtDNA, recuperou 0s trés principais clados
descritos por Eberhard & Bermingham (2004) e, similarmente, todos os individuos de
A. aestiva foram recuperados no clado da América do Sul, que é composto por duas
linhagens: SA 1 - A. a. xantholaema (llha de Marajo), A. a. aestiva (Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais) e A. o. nattereri (leste da Bolivia); SA 2 - formado por A. o.
nattereri (Acre e norte-leste da Bolivia), A. a. aestiva (Mato Grosso do Sul e Minas
Gerais), A. a. xanthopteryx (Mato Grosso) e A. 0. ochrocephala (Maranhédo e Para).
Esse resultado indicou que, apesar de geograficamente proximos, individuos da llha
do Maraj6 e Macapa ocorrem em clados distintos, indicando que o rio Amazonas
poderia ter sido barreira entre as linhagens SA e ndo entre SA e 0 NSA como
proposto por Eberhard & Bermingham (2004) (Ribas et al., 2007). Alternativamente,
0s autores sugeriram que a hip6tese dos refligios ndo pode ser refutada como possivel
processo associado a essa diferenciacdo genética. Ainda neste estudo, o clado NSA
foi encontrado na posic¢do basal da filogenia, sugerindo que a area de distribuicéo
ancestral de A. ochrocephala seria na por¢do norte da América do Sul e que uma
posterior expansao e colonizacdo poderia ter ocorrido desta regido para 0 norte e para
sul (Ribas et al., 2007).

Posteriormente, Caparroz et al. (2009) realizaram um estudo filogeografico
mitocondrial desse complexo, incluindo mais amostras de A. aestiva, espécie
analisada com mais énfase nesse trabalho. A rede de haplo6tipos recuperou 0s mesmos
agrupamentos (CA, NSA e SA) descritos anteriormente (Eberhard & Bermingham,
2004; Ribas et al., 2007). Foram encontrados 13 haplétipos para A. aestiva sendo que
todos pertencem ao clado SA que, assim como em Ribas et al. (2007), seria composto
por duas linhagens. A primeira composta por quase que exclusivamente por

individuos da porcdo norte e leste da sua distribuicdo (Bahia, Minas Gerais,
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Tocantins, Distrito Federal e Goias), todos os individuos de A. 0. xantholaema e um
A. 0. ochrocephala de Santa Cruz (Bolivia) e a segunda linhagem formada em sua
maior parte por individuos localizados na por¢do sudoeste (norte da Argentina e Mato
Grosso do Sul), A. o. ochrocephala de Macapé e A. o. nattereri do Brazil e Bolivia.
Essas duas linhagens sdo bastante concordantes com a distribuicdo geografica das
subespécies de A. aestiva, contudo ha representantes de A. ochrocephala incluidos
nas duas linhagens, sendo que dois dos hapl6tipos encontrados sdo compartilhados
entre as duas espécies. Além disso, os autores encontraram sinais de expansdo
demogréafica nas duas linhagens, que teriam se divergido ha aproximadamente 300
mil anos, durante o Pleistoceno. Os autores ainda sugerem que a regido do Mato
Grosso do Sul abrigaria populacdes ancestrais do papagaio-verdadeiro e que uma
expansdo populacional teria ocorrido em dire¢do ao Nordeste e o Sudoeste durante as
flutuacbes climaticas durante o Pleistoceno, e que as duas linhagens teriam se
mantido devido ao baixo fluxo génico entre eles.

Recentemente, Urantowka et al. (2014) realizaram um estudo filogenético
molecular com foco nas relagdes entre A. ochrocephala e A. barbadensis utilizando
sete conjunto de dados baseados nas sequéncias de mtDNA de Russello & Amato
(2004) e Ribas et al. (2007). Sumariamente, todas as filogenias recuperaram os clados
CA, NSA, SA 1 e SA 2, assim como a auséncia de monofiletismo reciproco entre A.
ochrocephala e A. aestiva. As andlises também mostraram A. barbadensis, com
distribuicdo na Venezuela e em algumas ilhas proximas ao Caribe, como grupo irméo
dos individuos do clado NSA. Além disso, os taxons provavelmente mais proximos a
esse grupo estdo distribuidos nas Pequenas Antilhas. Desta forma, os autores
sugeriram que a linhagem ancestral de A. barbadensis, A. ochrocephala e A. aestiva
teria colonizado o norte da América do Sul (vindo das Pequenas Antilhas) ha
aproximadamente um milhdo de anos, possivelmente devido a mudancas climéticas
durante os ciclos glaciais. Posteriormente, teriam ocorrido dispersdes do norte da
Ameérica do Sul para a América Central e para o sul da América do Sul originando

respectivamente os clados CA e SA (Urantéwka et al., 2014; Figura 2).
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A. barbadensis

extinct
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O A. tresmariae

I A oratrix
1-A. o. oratrix
2-A. o. belizensis

A. auropalliata
A. ochrocephala panamensis
A. ochrocephala ochrocephala
I A. ochrocephala nattereri
Il A. ochrocephala xantholaema
A. aestiva

4 A. ochrocephala ochrocephala
(Colombian sample)

Figura 2. Hipdtese de um possivel cenario de diversificacdo do complexo A.

aestiva/A. ochrocephala. Fonte: Urantowka et al. (2014).

Diversos autores tém sugerido uma possivel introgressdo ou o sorteamento
incompleto de linhagens como as principais causas da parafilia entre os tdxons da
América do Sul (Eberhard & Bermingham, 2004; Ribas et al., 2007; Caparroz et al.,
2009; Urantéwka et al., 2014). Contudo, é necessario realizar estudos com mais
marcadores para testar essas hipdteses de maneira mais robusta, uma vez que 0S

estudos anteriores foram baseados principalmente no DNA mitocondrial.
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2. Objetivos

Tendo em vista que os trabalhos anteriores foram baseados apenas em
marcadores mitocondriais, o presente trabalho tem como objetivo reconstruir e
analisar a historia evolutiva e demografica do complexo A. aestiva/A. ochrocephala

em um contexto multilocos.

Além disso, no Brasil, A. aestiva é considerada um dos principais alvos de
captura na natureza devido a sua capacidade de vocalizacéo e carisma. Por esta raz&o,
a espécie que, apesar de ser considerada como de baixa preocupacdo para
conservacdo, esta incluida no Plano de Acdo Nacional para a Conservacdo de
Papagaios da Mata Atlantica (PAN de Papagaios; Shunck et al., 2011). Assim, 0
presente estudo contempla a agdo 3 do anexo “Recomendagdes para a conservagdo do
Papagaio-Verdadeiro (A. aestiva)” do PAN de Papagaios (“Caracterizar o padrdo
filogeogréafico e a estrutura genética do papagaio-verdadeiro em toda a sua area de

distribuicao”).
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Conclusoes

1) O complexo A. aestiva/A. ochrocephala da América do Sul abrange quatro
linhagens mitocondriais. Ou seja, no presente trabalho uma subdivisdo adicional foi
identificada, revelando duas linhagens da América do Sul que foram
majoritariamente compostas de individuos de uma das espécies, indicando
diferenciacdo maior entre elas quando comparado a estudos anteriores. Além disso, 0
aumento da amostragem geografica revelou que uma dessas linhagens (norte da
América do Sul) possui maior distribuicdo geogréfica.

2) Flutuac@es climéticas durante o Pleistoceno e pressdes seletivas divergentes
em diferentes ambientes podem ter influenciado na diversificagdo dessas linhagens.

3) O padrdo filogeografico encontrado para o mtDNA indica que o
compartilhamento de haplétipos entre as espécies ocorre principalmente em zonas de
contato e areas préximas, 0 que sugere que a introgressao seja 0 processo gerador
desse compartilhamento de haplotipos.

4) O loco ligado ao cromossomo Z mostra estruturacdo mais concordante com
a atual identificacdo morfoldgica de espécies. Possivelmente, seguindo a Regra de
Haldane, os alelos sdo menos susceptiveis a introgressao devido a esterilidade e/ou
inviabilidade de hibridos heterogaméticos. Além disso, esses locos supostamente
possuem uma rapida evolucdo adaptativa (Fast-Z) que pode também aumentar a
diferenciacdo entre espécies.

5) Incongruéncias entre a taxonomia baseada na plumagem e na genética
ressaltam a necessidade de mais estudos de diferentes areas do conhecimento (como
por exemplo, vocalizacdo e morfologia) para ajudar a entender melhor as relacdes
entre esses taxons.

6) De forma conservativa, as linhagens mitocondriais podem ser consideradas
como unidades de manejo distintas para 0 manejo e estratégias de conservacao.

7) Os resultados aqui obtidos mostram a importancia da inclusdo de mais
individuos e marcadores em estudos evolutivos. Assim, as novas tecnologias de
analises a nivel gendbmico parecem ser uma boa estratégia para investigar historias
evolutivas de diversos taxons de maneira ainda mais ampla, seu uso pode ser uma
ferramenta atil para investigar o complexo sul americano de Amazona aestiva /

Amazona ochrocephala.
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Resumo

O complexo sul americano de Amazona aestival Amazona ochrocephala possui ampla
distribuicao geografica, compreendendo desde o nordeste brasileiro até o norte da
Argentina ¢ do norte da América do Sul até a Bacia Amazonica, respectivamente.
Estudos de filogenia e filogeografia indicam que esses taxons ndo sio reciprocamente
monofiléticos. Contudo, esses trabalhos foram baseados apenas no DNA
mitocondrial. Assim, o presente estudo teve como objetivo realizar uma analise de
filogeografia multilocos do complexo 4. aestiva/A. ochrocephala da América do Sul.
Foram utilizados os locos mitocondriais COI (512 pb) e ND2 (524 pb) de 189 ¢ 146
individuos, respectivamente; os locos nucleares autossomicos AMZ-02 (525 pb),
AMZ-10 (524 pb) e AMZ-12 (524 pb) de 132, 133 e 132 individuos,
respectivamente; e um intron de um gene ligado ao cromossomo Z (PLAA, 473 pb)
de 132 individuos. A estrutura genética mitocondrial indicou a presenca de quatro
linhagens que, apesar de incluirem individuos das duas espécies, cada linhagem é
majoritariamente composta de individuos de uma das espécies. Ou seja, nossos dados
mostraram maior tendéncia a separar os individuos das duas espécies do que 0s
estudos prévios, mas ainda sem congruéncia total com a taxonomia vigente. Duas
amostras novas se agruparam na linhagem do norte da América do Sul, ampliando
sua distribuicdo e mostrando incongruéncia com a atual classificacdo das subespécies
de A. ochrocephala. A distribuicdo geografica das linhagens possui concordancia
com diferentes dominios, sugerindo que pressdes seletivas dos ambientes podem ter
contribuido para sua diversificagdo. Adicionalmente, os ciclos glaciais durante o
Pleistoceno podem ter alguma relagdo com mudancas no tamanho populacional das
linhagens. A estrutura baseada no loco ligado ao cromossomo Z mostrou boa
congruéncia com a atual taxonomia de espécies. O compartilhamento de haplétipos
principalmente nas &reas de maior proximidade entre A. aestiva e A. ochrocephala
pode ser um indicativo de introgressdo. As incongruéncias entre genética e plumagem
encontrados no presente trabalho ressaltam a necessidade de mais estudos para
melhor entender as relages dentro desse complexo de espécies. Sob o ponto de vista
da conservacao, as linhagens mitocondriais podem ser consideradas como Unidades
de Manejo distintas. De um modo geral, o presente estudo contribuiu com mais
informagdes sobre o complexo sul americano de A. aestiva/A. ochrocephala e mostra

a importancia da utilizacdo de mais amostras e marcadores em estudos evolutivos



46

para uma investigacdo de padrdes filogeograficos e histdrias evolutivas de maneira

mais ampla.
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Abstract

The South American Amazona aestiva/Amazona ochrocephala complex has a broad
distribution, ranging from northeast Brazil to the north of Argentina and from the
north of South America to the Amazon Basin, respectively. Phylogenetic and
phylogeographic studies have shown that these taxa are not reciprocally
monophyletic. However, these studies were based only on mitochondrial DNA.
Therefore, in the present study we performed a phylogeographic analysis of South
American A. aestiva/A. ochrocephala using a multilocus approach. Our database
included mitochondrial DNA sequences of COI (512 bp) and ND2 (524 bp) from 189
and 146 individuals, respectively; autosomal nuclear sequences of AMZ-02 (525 bp),
AMZ-10 (524 bp) and AMZ-12 (524 bp) from 132, 133 and 132 individuals,
respectively; and one intron of a Z chromosome-linked gene (PLAA, 473 bp) from
132 individuals. Mitochondrial data recovered four South American lineages. Even
though each lineage groups individuals from both species, the majority of individuals
from each lineage belongs to one of the species. Thus, our data showed a clearer
tendency to separate individuals from each species than previous studies, but still did
not fully agree with current taxonomy. Two new samples clustered in the northern
South America lineage, expanding its distribution and revealing incongruence
between genetic data and current taxonomy of subspecies of A. ochrocephala. The
geographic distribution of lineages matched that of different biomes, suggesting that
selective environmental pressures may have contributed to their diversification.
Additionally, climatic oscillations during the Pleistocene could have influenced
demographic changes of these lineages. The genetic structure based on the Z-linked
locus fairly agrees with species taxonomy. The overlap of different mitochondrial
lineages mostly occured where the geographic distributions of A. aestiva and A.
ochrocephala were closer, suggesting that haplotype sharing could be caused by
introgression. The lack of agreement between genetic and plumage data indicated that
more studies are needed to solve this question. Regarding conservation,
mitochondrial lineages could be considered as distinct Management Units. In sum,
the present study contributed to improve the knowledge about the South American A.
aestiva/A. ochrocephala complex and highlights the importance of using more

samples and markers in evolutionary studies.
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