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RESUMO

A morfologia nem sempre representa toda a diversidade genética de um grupo,
tal diversidade pode ser revelada por meio de estudos genéticos, que podem auxiliar
na resolugcdo de taxonomias ainda néo resolvidas e revelar a historia evolutiva dos
organismos. Synallaxis rutilans € um complexo de espécies que pertence a familia
Furnariidae, uma das mais complexas e numerosas dentre os Passeriformes, e ainda
nao possui uma filogenia que represente suas unidades evolutivas. Este complexo foi
alvo de uma revisédo sistematica recente, utilizando dados morfolégicos, e um estudo
de sistematica molecular utilizando dois genes mitocondriais. No estudo morfolégico,
sao reconhecidos trés taxons: S. r. rutilans, S. r. amazonica e S. r. omissa, sendo que
S. r. omissa se distingue por sua distribuicdo restrita a area de endemismo Belém e
por possuir uma plumagem mais diferenciada quando comparada aos outros taxons
do grupo, por esses fatores foi proposto que este tdxon seja elevado a categoria de
espécie. No estudo de sistematica molecular os resultados revelaram sete linhagens
no complexo S. rutilans, tendo sua distribuicdo delimitada pelos principais afluentes
da bacia Amazonica, e a linhagem de omissa encontra-se dentro da diversificacdo de
rutilans, comparado aos dados morfolégicos, as linhagens moleculares ndo formam
clados monofiléticos. Neste estudo utilizando as regides flanqueadoras dos elementos
ultra conservados do genoma, pelo método de captura de sequéncia, fizemos analises
de estrutura populacional e de coalescéncia para gerar arvores de espécies e obter
uma filogenia mais robusta. Obteve-se em média um valor de 2234 loci UCE por
amostra, destes, ~1405 loci tem pelo menos 1 sitio informativo. A estrutura
populacional revelou a existéncia de dois grandes grupos, um ao Norte, e outro ao Sul
do rio Amazonas. A inferéncia Bayesiana recuperou uma filogenia com trés clados
principais, duas linhagens ao Norte do rio Amazonas, duas linhagens a Leste e trés
linhagens a Oeste do rio Xingu. As arvores de espécies geradas a partir de SNPs e
de sequéncias, ndo sao totalmente concordantes entre si, e com a arvore de inferéncia
bayesiana. Revelando que as linhagens que ocorrem ao Sul do rio Amazonas
possuem uma complexa historia evolutiva que precisa ser investigada com maiores

detalhes.

Palavras chave: Filogendmica, UCE, Coalescéncia, Furnariidae



ABSTRACT

Morphology does not always represent all the diversity of a group, such diversity
can be revealed through genetic studies, which can help in solving unresolved
taxonomies and reveal the evolutionary history of organisms. Synallaxis rutilans is a
complex of species that belongs to the family Furnariidae, one of the most complex
among the Passeriformes, and for which no phylogeny was proposed that represents
its evolutionary units. This complex was the subject of a recent systematic review,
using morphological data, and a systematic molecular study of two mitochondrial
genes. In the morphological study, three taxa are recognized: S. r. rutilans S. r.
amazonica and S. r. omissa, being that S. r.omissa is distinguished by its distribution
being restricted to the area of endemism Belém and its plumage is more differentiated
from the others, by these factors it was proposed that this taxon be recognized as a
species. The results of the molecular systematics study revealed seven lineages in the
S. rutilans complex, with their distribution delimited by the main tributaries of the
Amazon basin, and the S. r. omissa lineage embedded within the lineages of S. r.
rutilans. In this study, we use the flanking regions of the ultra conserved elements of
the genome by the sequence capture method, perform population structure and
coalescence analyzes to generate species trees and obtain a more robust phylogeny.
An average of 2234 UCE loci per sample was obtained, these 1405 loci have at least
1 informational site. A population structure revealed an existence of two large groups,
one to the North and one to the South of the Amazon River. Bayesian inference
recovered a phylogeny with three main clades, two Northern Amazonian lineages, two
lineages to the east and three lineages to the west of the Xingu River. Revealing that
the lineages that occur south of the Amazon River have a complex evolutionary history
that needs to be investigated in greater detail.

Key words: Phylogeny, UCE, Coalescence, Furnariidae
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1. INTRODUCAO

A Amazbnia é um dos biomas com a maior diversidade de aves do mundo.
Estima-se que existem cerca de 1300 espécies, das quais 273 sdo endémicas
(MITTERMIER et al.,, 2003). Tal biodiversidade tem instigado a curiosidade de
pesquisadores a tentar entender os processos de sua origem e diversificacao (e.g.
RIBAS et al., 2012; SMITH et al., 2014; SCHULTZ et al., 2016; FERREIRA et al.,
2017).

Diversas hipéteses foram propostas para explicar os padrdes e processos que
deram origem as espécies na Amazodnia (SICK, 1967; HAFFER, 1969; ENDLER,
1982; AYRES, 1986; COLINVAUX, 1993), dentre as mais conhecidas estao a hipétese
dos rios como barreiras geograficas (SICK, 1967) e a hipétese dos refugios (HAFFER,
1969). A primeira propde que a evolugcdo da drenagem separou populacdes
amplamente distribuidas em margens opostas dos rios e ao longo do tempo essas
populacdes se tornaram espécies diferentes. A segunda esta associada aos ciclos
climaticos do Pleistoceno, durante o qual a floresta teria se retraido em periodos secos
a fragmentos refagios para as espécies, cercados por uma matriz de vegetacdo nao
florestal, enquanto em periodos Umidos a floresta se expandiria, reconectando 0s
fragmentos e permitindo expansdo e contato secundario entre populacdes
diferenciadas pelo isolamento. Independente das hipoteses, o fato é que as espécies
em geral ndo se distribuem uniformemente na regiao, e algumas possuem distribuicdo
restrita a determinadas areas conhecidas como areas de endemismo (Figura 1)
(CRACRAFT, 1985; SILVA et al., 2005; BORGES & DA SILVA, 2012).



Figura 1. Areas de endemismo identificadas para vertebrados terrestres na Amazonia.

Fonte: Carvalho & Almeida. Biogeografia da América do Sul.

Apesar de as aves serem 0 grupo mais bem estudado e conhecido dentre os
vertebrados, sua diversidade ainda é subestimada, tendo em vista que estudos
apontam para a existéncia de uma diversidade criptica (D’HORTA et al., 2013), pois,
nem sempre a diversidade é representada pelas diferencas morfoldgicas, mas

modificacdes genéticas sdo praticamente obrigatérias.

Entre os passeriformes mais complexos e diversos esta a familia Furnariidae,
que tem despertado interesse para estudos filogenéticos e revisbes taxondmicas
(DERRYBERRY et al. 2011). A essa familia pertence o complexo Synallaxis rutilans
Temminck, 1823, que ocorre exclusivamente na bacia amazénica, e ndo possui uma
resolucdo taxondmica satisfatéria. Segundo a revisdo de Remsen (2003), os taxons
gue compdem esse complexo sao: S. r. rutilans Temminck, 1823, leste do rio Tapajos,
ao rio Tocantins e noroeste do Mato Grosso; S. r. omissa Hartert, 1901, leste do rio
Tocantins ao norte do Maranh&o; S. r. amazonica Hellmayr, 1907, leste do Peru, sul
do rio Amazonas até o leste do rio Tapajos; S. r. tertia Hellmayr, 1907, sudoeste do
Mato Grosso e leste da Bolivia (leste de Santa Cruz); S. r. caquetensis Chapman,
1914, sudeste da Colémbia, leste do Equador e nordeste do Peru; S. r. dissors
Zimmer, 1935, leste da Colémbia, sul da Venezuela, Guianas e norte do Brasil (leste
do rio Negro); S. r. confinis Zimmer, 1935, oeste do rio Negro.



A revisdo mais recente (STOPIGLIA, 2010), analisando caracteres
morfologicos, reconhece trés taxons: S. r. rutilans, distribuido no Escudo das Guianas
e Escudo Brasileiro, S. r. amazonica, Oeste do rio Negro e Sul do rio Amazonas e S.
omissa Leste do rio Tocantins, na area de endemismo Belém (Figura 2), e propde a
validacdo de S. omissa como espécie, devido a sua diferenciacdo na plumagem e
distribuicdo geogréfica, sendo o Unico representante do complexo S. rutilans a ocorrer

na area de endemismo Belém.

Figura 2. Localidades de coleta dos espécimes de S. rutilans analisados por Stopiglia (2010). Circulos
brancos com ponto no meio, representam S. r. rutilans, e circulos pretos, representam S. r. amazonica.
Estrela, na area de endemismo Belém, corresponde a S. r. omissa.

Fonte: Stopiglia, 2010.

Andlises filogenéticas utilizando dois marcadores mitocondriais, COI-
Cytocromo oxidase subunidade I, e ND2- Desidrogenage subunidade Il (BARBOSA et
al., 2017) revelaram que este complexo € composto por sete linhagens tendo a
distribuicdo delimitada pelos principais afluentes do rio Amazonas, sendo que cada
linhagem ocupa uma area de endemismo reconhecida para aves e primatas na
Amazobnia (Figura 3), portanto, ndo corroboram 0s taxons propostos por Stopiglia
(2010). Segundo Barbosa e colaboradores (2017) as sete linhagens para o complexo
S. rutilans estéo distribuidas assim: (a) linhagem 1, encontrada ao Norte do Amazonas

e Leste do Rio Negro na area de endemismo Guiana (b) linhagem 2, oeste do rio



Negro, na &rea de endemismo Napo (c) linhagem 3, oeste do rio Madeira, na area de
endemismo Inambari (d) linhagem 4, interflivio Madeira-Tapajos, na area de
endemismo Rondonia (e) linhagem 5, interflavio Tapajés-Xingu, na area de
endemismo Tapajés (f) linhagem 6, interflivio Xingu-Tocantins, na éarea de
endemismo Xingu e (g) linhagem 7, leste do rio Tocantins, na area de endemismo
Belém.

Figura 3. Cronograma, rede de haplétipos e distribuicdo das amostras no mapa do complexo Synallaxis
rutilans. As cores representam cada linhagem, e estdo relacionadas no mapa, arvore e rede de
haplétipos.
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Atualmente, um campo de estudo que vem avancando e tem como proposta
trazer maiores resolugcdes da arvore da vida bem como desvendar os mecanismos
moleculares da evolucgéo é a filogendmica (DELSUC et al., 2005), que surgiu com 0s
avangos das técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS), que produz
milhares de sequéncias de DNA em apenas uma corrida (BEHJATI & TARPEY, 2013).
Diferentes métodos podem ser usados para se extrair a informacao desejada do
genoma (MARDIS, 2008), uma delas é a captura de sequéncia, utilizada para isolar
partes especificas do genoma, tendo assim um agrupamento enriquecido de



sequéncias alvo, reduzindo o espaco de sequenciamento gendémico, obtendo uma

maior cobertura de sequéncia para cada regidao segmentada (GROVER et al., 2012)

Uma classe de marcadores que pode ser acessada pelo método de captura de
sequéncia sdo os Elementos Ultra Conservados do genoma (UCEs). Esses
marcadores sdo curtos trechos de DNA (~500pb), que s&do compartilhados por
diferentes taxons vertebrados, mesmo relativamente distantes entre si (BEJERANO
et al.,, 2004; CRAWFORD et al., 2012). As regides flanqueadoras sédo bastante
polimorficas, sendo utilizadas para reconstruir a historia evolutiva em diferentes niveis
taxonoémicos (FAIRCLOTH et al., 2012). Para isso, uma abordagem bastante utilizada
para andlises de arvore de espécies € a coalescéncia, um método matematico para
estudar a histéria ancestral de genes ou sequéncia de DNA em uma populacéo,
rastreando 0s genes ou sequéncias entre os individuos de certa populacdo até
encontrar o ancestral comum mais recente (LIU et al., 2009).

A proposta deste trabalho € utilizar as regides flanqueadoras dos elementos
ultra conservados para realizar analises filogenéticas e comparar os resultados
obtidos com os dados mitocondriais e morfolégicos, para uma melhor compreensao

dos processos evolutivos do complexo Synallaxis rutilans.

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as relacdes filogenéticas entre as espécies do complexo Synallaxis
rutilans, utilizando sondas para elementos ultra conservados do genoma, a fim de
examinar se os dados gendmicos corroboram os dados mitocondriais ou a variacédo

fenotipica.
1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a estrutura populacional do complexo Synallaxis rutilans;

» Recuperar a historia filogenética de Synallaxis rutilans;

» Desvendar os processos de evolugéo e diversificagdo que envolve o grupo, a
partir dos dados gendmicos comparando-os aos dados mitocondriais e

fenotipicos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Foram amostrados 17 individuos do complexo Synallaxis rutilans, distribuidos
ao longo da regido amazonica (Figura 4). As amostras foram obtidas a partir de tecidos
depositados na colecdo do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG). As informacdes
sobre as amostras (codigo da amostra, UCEs, coordenadas e area de endemismo)

utilizadas neste trabalho encontram-se no Apéndice.

Figura 4. Mapa da distribui¢do geogréfica dos individuos analisados neste trabalho.

2.2 EXTRACAO E PREPARO DA BIBLIOTECA

O DNA genémico foi extraido do musculo peitoral conservado em alcool 100%,
pelo kit de extracdo DNeasy (Qiagen). As amostras foram enviadas para o Rapid
Genomics (Ganesville, Flérida), para sequenciamento de captura seguindo o
protocolo descrito em Faircloth (2012) e Smith (2013). O sequenciamento de captura
envolve a preparacao de bibliotecas de DNA, onde ocorre fragmentagao aleatoéria do
DNA gendmico, seguida da hibridizagdo dos fragmentos as sondas de
oligonucleotideo sintético biotilinado com as sequéncias complementares dos
elementos Ultra Conservados. Os iprobes contém beads magnéticas, que séao

utilizadas para capturar as regioes de interesse, separando-as das regifes nao-alvo,



por fim os fragmentos séo clonados através de alguns ciclos de PCR e a biblioteca &
enviada para sequenciamento de NGS.

PROCESSAMENTO DOS DADOS GENOMICOS

Os dados genbmicos foram processados de duas formas distintas.
Primeiramente, seguindo-se o protocolo padrdo do pacote PHYLUCE (FAIRCLOTH,
2015). Este método obtém as sequéncias finais dos marcadores, utilizando a
montagem de novo de contigs a partir dos reads (sequéncias saidas do
sequenciamento) mais frequentes, gerando, assim, uma matriz haploide (uma
sequéncia por individuo). Essa matriz foi usada para analise filogenética com

sequéncias concatenadas (ver abaixo).

Posteriormente, os dados foram processados por uma metodologia alternativa,
um pipeline (https://github.com/mgharvey/seqcap _pop) desenvolvido por Harvey
(2016), seqcap pop, € uma série de comandos e scripts adicionais para processar
dados de sequéncia de captura usando ferramentas dentro do pacote PHYLUCE
(FAIRCLOTH, 2015), além de algumas ferramentas adicionais utilizadas ou
desenvolvidas por este autor. O seqcap pop é capaz de gerar SNPs e sequéncias
diploides a partir do remapeamento dos reads, nos contigs da montagem de novo,
permitindo um maior numero de dados para andlises e a utilizacdo de métodos

baseados em SNPs.
2.3 ESTRUTURA POPULACIONAL

O programa BAPS: Bayesian Analysis of Population Structure v.6 (CORANDER
et al., 2013) foi utilizado para verificar a estruturacao populacional. Selecionou-se a
analise Clustering of individuals, a qual faz o agrupamento de individuos com dados
de marcadores nao ligados. A matriz de input das sequéncias foi feita a partir de SNPs
extraidos de cada loco de UCE a partir do seqcap pop. Foram explorados diferentes
nameros maximos K de populagdes até que o numero mais verossimil fosse estimado,

de acordo com as recomendacdes do manual do programa.

2.4 ANALISES FILOGENETICAS

Foram realizadas 3 analises filogenéticas de inferéncia bayesiana, uma

realizando a matriz concatenada e duas arvores de espécies, sendo uma delas



baseada em SNPs e a outra em um subconjunto de sequéncias. Para o primeiro e
ultimo casos a escolha de particbes e dos melhores modelos evolutivos das
sequéncias foi feita no programa PartitionFinder 2 (LANFEAR et al., 2016) utilizando
o algoritmo de busca greedy (LANFEAR et al.,, 2012) para o subconjunto de
sequéncias (LANFEAR et al., 2014). Em ambos os casos levaram-se em consideracéo

todos os modelos disponiveis no programa BEAST.

A analise com a matriz completa concatenada foi realizada utilizando o
programa MrBayes 3.2.1 (RONQUIST et al., 2012) com os dados particionados sob
os modelos evolutivos sugeridos pelo PartitionFinder 2 com o método rclusterf de
busca. Foi realizada 1 corrida com 8 cadeias simultaneas de 2 milhdes de geracoes,
e arvores amostradas a cada 1000 geracdes. Para garantir estacionaridade da corrida
foram checados os valores de desvio padrao de frequéncia dos clados, assim como
os valores de ESS, aceitos de acordo com as recomendacfes do manual do
programa. Como néo foi incluido grupo externo na analise, a arvore foi enraizada no

midpoint (ponto médio entre os dois tips mais distantes da arvore).

Foram extraidos SNPs dos UCEs que apresentaram pelo menos 1 sitio
parcimoniosamente informativo (PIS), totalizando ~1405 loci. A Arvore de espécies foi
primeiramente estimada pelo pacote SNAPP (BRYANT et al., 2012), no programa
BEAST 2 (BOUCKAERT et al.,, 2014) que utiliza SNPs para uma analise de
coalescéncia. A definicdo das linhagens foi feita com base na &rvore gerada pelo
MrBayes, e nas areas de endemismo. Foi realizada uma corrida de 212000 geracoes,
amostradas a cada 1000. A estabilidade da corrida e a determinagéo do burn-in foi
verificada no programa Tracer 1.6 (RAMBAUT et al. 2014).

Posteriormente realizou-se a analise de arvore de espécies utilizando o pacote
*BEAST 2 (OGILVIE et al., 2017) do programa BEAST 2. Selecionaram-se os 123 loci
UCEs com maior numero de PIS (o que resultou em um minimo de 9 PIS por loco). A
definicdo das linhagens também foi feita com base no resultado do MrBayes, e os
modelos evolutivos determinados e ligados de acordo com o resultado do
PartitionFinder 2. Realizou-se uma corrida com 137.300.000 gera¢gbes amostradas a
cada 10.000.



3. RESULTADOS

3.1 IDENTIFICACAO DOS ELEMENTOS ULTRA CONSERVADOS

Obteve-se um total de 2234 loci UCE na matriz incompleta. As sequéncias
recuperadas tém em média 572 pb, e ~1405 loci possui pelo menos 1 PIS. O valor de
missing data para SNPs (1.405 loci) foi de 10,15%.

3.2 ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL

Os resultados obtidos pelo BAPS (Figura 5) mostraram duas populacdes
separando os individuos do Norte e Sul do rio Amazonas, considerando todos o0s
individuos.

Figura 5. BAPS utilizando SNPs, mostrando os agrupamentos populacionais, as cores representam 0s

agrupamentos, e as barras representam cada individuo. Amarelo representa os individuos ao Norte do
rio Amazonas, e vermelho os individuos do Sul.

3.3 ANALISES FILOGENETICAS

Para a matriz completa o programa PartitionFinder 2 recuperou 33 particoes, e
selecionou GTR+I+G como o melhor modelo evolutivo para todas as particdes. A
topologia obtida por Inferéncia Bayesiana pelo MrBayes (sequéncias concatenadas)

apresentou alto suporte (probabilidade posterior= 1) em todos os nés (Figura 6).

De acordo com a topologia, sete linhagens foram recuperadas, cada uma
ocorrendo em uma diferente area de endemismo reconhecida para aves e primatas
na Amazonia, listadas na legenda do mapa da figura 6. Os clados que ocorrem no
Norte do rio Amazonas sao (Guiana e Napo) e ao Sul (Inambari, Ronddénia, Tapajos,

Xingu e Belém). No Norte Guiana € grupo irmdo de Napo. No Sul ha dois clados



principais a Leste (Xingu, Belém) e a Oeste (Inambari, Rond6nia, Tapajos) do rio
Xingu.
Figura 6. Mapa de distribuicdo das linhagens do complexo e arvore bayesiana, a coloracéo dos clados

esta de acordo com a area de endemismo a qual ocupam descritas na legenda do mapa. A barra ao
lado indica a qual tAxon proposto por Stopiglia (2010) representa cada linhagem.
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A topologia recuperada pelo SNAPP (Figura 7) ndo obteve alto suporte em
todos os nds. De acordo com a reconstrucdo desta arvore de espécies, o primeiro
evento de diversificacdo se da entre as linhagens do Norte e Sul do rio Amazonas, no
Norte ha separacdo entre Guiana e Napo, sendo que esta divergéncia ndo € bem
suportada. No Sul, ocorreram quatro eventos de diversificacdo. O primeiro separando
as linhagens das areas de endemismo (Belém, Xingu, Tapajos) de (Inambari,
Rondo6nia). O segundo separa (Belém, Xingu) de Tapajos, onde ndo ha uma boa
resolugédo (pp= 0,71), podendo ser considerado uma politomia. O terceiro separa

Belém e Xingu. O quarto evento de diversificagdo ocorre entre Inambari e Rondénia.



Figura 7. Arvore de espécies utilizando SNPs.
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Para a matriz com 123 loci selecionados o programa PartitionFinder 2 sugeriu
dez particbes, cujos modelos selecionados foram: K80+I+G, HKY+I+G+X,
TRN+I+G+X e JC. Na arvore de espécies gerada no pacote *BEAST2 obtiveram-se
suportes com probabilidade posterior > 90 para todos os nés (Figura 8). Esta topologia
é discordante da arvore recuperada pelo SNAPP. Apesar de nesta topologia, assim
como nas demais, ha divergéncia entre Norte e Sul do rio Amazonas e as linhagens
do Norte separarem-se em margens opostas do rio Negro, nas linhagens do Sul
observa-se a mudanca na posi¢do de alguns ramos, Inambari agrupa-se a Belém e
Xingu, e Ronddnia é recuperada como linhagem irma de Tapajos.



Figura 8. Arvore de espécies gerada no *BEAST 2.
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4. DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que os dados genémicos corroboram em parte
os dados mitocondriais. Em ambos 0s casos se encontra estruturacdo genética
populacional ao Norte e ao Sul do rio Amazonas, embora 0os dados mitocondriais
revelem maior estruturagdo populacional, recuperando uma populacdo por area de
endemismo, exceto Xingu e Belém, agrupados como uma unica populagéo,
possivelmente por se tratar de uma diversificacdo recente, portanto as linhagens nao
devem ter acumulado diferencas significativas para esta andlise.

Quanto as analises filogenéticas, a primeira andlise utilizando uma matriz
concatenada, corrobora totalmente a topologia recuperada pelos dados mitocondriais,
no entanto, as arvores filogenéticas dos programas SNAPP e *BEAST2 apresentam
algumas modificacdes nas relacdes entre alguns ramos. Quando comparados aos

dados genéticos, os dados morfologicos nao sao concordantes, os taxons S. r. rutilans



e S. r. amazonica ndo formam clados monofiléticos, visto que eles tém representantes
tanto ao Norte quanto ao Sul do rio Amazonas.

A analise de estrutura populacional, utilizando os SNPs de UCEs considerando
todos os individuos, recupera apenas duas populacdes separadas pelo rio Amazonas,
enquanto que os dados mitocondriais apresentados por Barbosa e colaboradores
(2017) recuperam seis popula¢des, uma para cada area de endemismo, exceto Belém
e Xingu, sendo recuperadas como uma unica populacdo. No entanto, todas as
topologias recuperam sete linhagens. Pelo fato de o programa BAPS analisar apenas
as diferencas entre as sequéncias, sem levar em consideragéo os modelos evolutivos,
as linhagens do complexo S. rutilans podem ter tido uma rapida divergéncia, nao
sendo possivel que o programa as reconhecesse.

Comparando as topologias recuperadas pelas andlises filogenéticas se
observam mudancas na posicdo de alguns ramos nas arvores de espécies de SNPs

e de sequéncias (Figura 9).

Figura 9. Comparacao das arvores de espécies geradas a partir de SNPs e de sequéncias.
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Diferente da topologia dos dados mitocondriais (Figura 3) e da matriz
concatenada (Figura 6), a arvore de espécies gerada no programa SNAPP agrupa a
linhagem Tapajos com Xingu e Belém, ndo com Ronddnia e Inambari. No entanto, a
arvore ndo apresenta suporte estatistico para esse n6. Pode-se atribuir essa falta de

suporte ao curto tempo de corrida da andlise, necessitando assim um tempo maior de



corrida até que atinja uma maior estabilidade, e convergéncia entre as arvores. A
arvore de espécies gerada pelo *BEAST 2 também discorda na posi¢cdo de alguns
ramos das linhagens do Sul. As Unicas linhagens do Sul que apresentam bom suporte
estatistico em todas as topologias sdo Xingu e Belém, sempre agrupadas como
linhagens irmas.

A amostragem das &reas de endemismo Rondbnia e Tapajos pode estar
afetando a resolucdo das linhagens Inambari, Rondbnia e Tapajos, pois cada uma
(Rondbnia e Tapajés) tem apenas uma amostra. Segundo Helled & Drummond (2009)
uma Unica amostra ndo significa eventos coalescentes para a espécie existente,
portanto nenhuma informacdo para estimar o tamanho da populacdo, e isso é
importante porque a teoria coalescente relaciona o tamanho efetivo da populacédo com
a histéria ancestral de uma amostra de genes de uma populacéo. Ainda segundo os
autores, essa deficiéncia nos dados pode vir a prejudicar a topologia.

Outros fatores que dificultam andlises filogenéticas sédo: a separagéo
incompleta de linhagens, fluxo génico, transferéncia horizontal de genes (MADDISON,
1997), entre outros. Esses problemas sao encontrados com maior frequéncia quando
se tratam de espécies proximamente relacionadas (CARSTERNS & KNOWLES,
2007). No caso do complexo S. rutilans, as arvores de espécies apresentam curtos
comprimentos entre 0s nés e longos ramos, 0 que caracteriza o fator de separacdo
incompleta de linhagens.

Observa-se que é na regido do Escudo Brasileiro que os fenétipos S. r. rutilans
e S. r. amazonica apresentados por Stopiglia (2010) apresentam maior sobreposicéo
(Figura 1), as linhagens que correspondem a essa area sdo Rondoénia e Tapajos. As
mesmas que ndo apresentam boa resolucdo nas arvores de espécies, isso poderia
ser um indicador de que pode estar havendo fluxo génico, mas isso s6 pode ser
verificado a partir de outras analises, pois, 0 *BEAST néo inclui modelagem para
estimar recombinagdo dentro de um locus, nem estimativas de fluxo génico (HELLED
& DRUMMOND, 20009).

Apesar de algumas incongruéncias entre as topologias, observa-se que a
diversificacao deste grupo se deu entre as areas de endemismo, visto que em todas
as analises filogenéticas recupera-se linhagens estruturadas geograficamente nas
areas de endemismo, este padréo é observado para aves que ocupam a floresta de

terra-firme (RIBAS et al., 2012). No entanto, € importante ressaltar que para as AE



Rondbnia e Tapajos seria recomendavel a utilizacdo de mais amostras para verificar
a monofilia dessas areas.

Apesar de S. r. omissa ser uma linhagem independente, quando se compara
os taxons definidos fenotipicamente por Stopiglia (2010) S. r. amazonica, S. r. rutilans
e S. r. omissa nao formam clados monofiléticos. O taxon S. r. rutilans corresponde as
linhagens Guiana, Rondbénia/Tapajos e Xingu, S. r. amazonica corresponde as
linhagens Napo, Inambari e Ronddnia/Tapajos, corresponde as linhagens Guiana,
Rondobnia/Tapajos e Xingu e S. r. omissa corresponde a linhagem de Belém. Com isso
podemos confirmar que nem sempre a diversidade fenotipica representa toda a
diversidade genética, senso assim, confirmamos que existe uma diversidade criptica

ainda a ser descrita.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que diversos fatores podem
estar influenciando as andlises de reconstrucdo filogenética, como a amostragem e
fatores de especia¢éo, como por exemplo, fluxo génico. Para um melhor entendimento
dos processos evolutivos deste grupo realizaremos andlises de estimativa de fluxo
génico, e investigaremos outros métodos que possam auxiliar na resolugdo de uma

topologia que represente a histéria evolutiva do grupo.
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APENDICE

Amostra UCEs Latitude Longitude Area de endemismo
MPEG_12491 2181 -4,2767 -47,453 Belém
GUR175 2261 -3,704 -46,762 Belém
GUR172 2223 -3,704 -46,762 Belém
AGP020 2248 -2,489 -48,709 Belém
AMNH_11928 2265 7,5 -60,8 Guiana
INPA_ 1617 2276 -0,25 -64,08 Guiana
FMNH_ 391101 2265 -12,52 -67,77 Inambari
LSUMNS 31362 2265 -9,06 -64,73 Inambari
MPEG_16900 2278 -1,57 -72,74 Inambari
LSUMNS_42924 2271 -4,2808 -77,238 Napo
MPEG_5105 2260 -2,0421 -67,288 Napo
MPEG_440 2274 -8,6957 -61,405 Rondonia
MPEG_1345 2196 -9,2667 -54,933 Tapajés
USNM_B06831 2263 -3,65 -52,367 Xingu
RTO11 2227 -5,675 -50,302 Xingu
MOPO43 2027 -7,033 -51,076 Xingu
PPBIO152 2200 -1,95 -51,6 Xingu




