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RESUMO  

O Soldadinho-do-araripe – Antilophia bokermanni (Passeriformes, Pipridae) é 

atualmente o membro mais ameaçado de extinção de sua família, sendo classificado como 

“criticamente em perigo”. Com uma população estimada em somente 800 indivíduos, está 

espécie é endêmica de uma pequena área (aproximadamente 30 km2) de floresta úmida de 

encosta da Chapada do Araripe no nordeste do Brasil. A urgente necessidade de 

implementação de um programa de conservação efetivo para o Soldadinho-do-araripe tem 

estimulado muitas pesquisas com diversos aspectos de sua biologia. No presente estudo, nós 

examinamos variações nas seqüências de segmentos do mtDNA e ncDNA em representantes 

de A. bokermanni e A. galeata. As análises mostraram nenhuma evidência para 

subestruturamento populacional e também de história de expansão populacional para A. 

bokermanni. Sua variabilidade genética é ligeiramente menor quando comparada com a sua 

espécie-irmã, mas suas similaridades indicam um recente processo de separação, indicado pela 

retenção de polimorfismo ancestral (separação incompleta de linhagens) em todos os 

marcadores. Nós também não encontramos nenhuma associação entre variação de plumagem e 

variações nucleotídicas do gene MC1R no gênero Antilophia. Este estudo representa uma 

contribuição da genética para o Plano de Conservação do Soldadinho-do-araripe (Antilophia 

bokermanni).      
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ABSTRACT  

The Araripe Manakin Antilophia bokermanni (Passeriformes, Pipridae) is the most 

threatened member of this family, and is classified as “critically endangered”. With an 

estimated population of only 800 individuals, this species is endemic to a small area 

(approximately 30 km²) of forest on the slopes of the Araripe Plateau in northeastern Brazil. 

The urgent need for the implementation of an effective conservation program for the Araripe 

Manakin has stimulated intensive research into various aspects of its biology. In the present 

study, we examined sequence variation in segments of the mtDNA and ncDNA in specimens 

of A. bokermanni and A. galeata. The current analysis provides no evidence for population 

substructuring nor for a history of population expansion of A. bokermanni. The genetic 

variability is slightly reduced in comparison with its sister species, but their similarity 

indicates a relatively recent process of separation, indicated by retention of ancestral 

polymorphisms (incomplete lineage sorting) all markers. We also did not detect any 

association between plumage variation and nucleotide variation at MC1R in genus Antilophia. 

This study represents a contribution of genetics to the Conservation Plan of Araripe Manakin 

(Antilophia bokermanni).     
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INTRODUÇÃO 
____________________________________________________________________________  

Em todas as partes do planeta é cada vez mais evidente que o uso indiscriminado dos 

recursos naturais pela ação humana, direta ou indiretamente, tem provocado grandes 

mudanças ambientais. Mesmo com a criação de políticas ambientais de âmbito global para 

uma utilização conservacionista e sustentável do meio ambiente, não se conseguiu impedir que 

nas últimas décadas houvesse uma aceleração no desaparecimento de muitas espécies da fauna 

e da flora. Esta contínua perda de biodiversidade tem sido chamada de “sexta extinção”, uma 

vez que sua magnitude compara-se às outras cinco extinções em massa já ocorridas no planeta 

(Leakey & Lewin, 1995). Contudo, o atual processo de perda de biodiversidade difere das 

demais por ser provocada quase que exclusivamente pela atividade humana.  

Mesmo possuindo um programa de política ambiental reconhecido mundialmente pelo 

seu alto nível de desenvolvimento e responsabilidade (Dias, 2001), o Brasil tem sempre 

encabeçado a lista das nações com o maior número de espécies ameaçadas de extinção (IUCN, 

2008). Esta situação torna-se mais agravante quando se leva em conta que muitas áreas do 

território brasileiro ainda são pouco pesquisadas, aumentando a probabilidade de 

desaparecimento de espécies mesmo antes de serem conhecidas pelo meio científico. 

O caso do pássaro soldadinho-do-araripe (Antilophia bokermanni Coelho & Silva, 

1998) é um exemplo tanto do enorme potencial da diversidade encontrada em território 

brasileiro, quanto do perigo que a ação antrópica não ordenada pode causar. Esta ave, apesar 

de ter sido descoberta há pouco mais de uma década, já se encontra na lista de espécies 

ameaçadas de extinção. Sua situação é preocupante não somente devido à sua restrita 
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distribuição e ao seu reduzido tamanho populacional, mas também pela maneira exploratória e 

não sustentável nas quais os recursos do seu habitat estão sendo utilizados. 

A tese aqui apresentada refere-se às pesquisas de genética e biologia molecular 

envolvendo a espécie Antilophia bokermanni, enfocando aspectos populacionais e da história 

evolutiva que possam ser aplicados no seu processo de conservação. Os resultados obtidos são 

apresentados em três capítulos no formato de artigos segundo normas da revista The Auk 

(Anexo), seguindo uma ordem dos aspectos abordados e dos marcadores moleculares 

utilizados. A última parte da tese é reservada às considerações finais e conclusões da pesquisa.  

Nos tópicos abaixo que antecedem os capítulos são apresentados aspectos gerais 

relacionados à biologia de Antilophia bokermanni, uma breve descrição do local onde a ave é 

encontrada - Chapada do Araripe - e suas Unidades de Conservação, terminando com uma 

síntese da utilização da genética como ferramenta para conservação de espécies ameaçadas. As 

principais questões a serem respondidas com a execução desta tese são listadas em forma de 

objetivos no final desta seção.  

1. ASPECTOS GERAIS DE Antilophia bokermanni 

1.1 BREVE HISTÓRICO DA DESCOBERTA DO SOLDADINHO-DO-ARARIPE 

Por se tratar de uma ave tão distinta em coloração e canto, a melhor explicação para o 

motivo do soldadinho-do-araripe passar despercebido por tanto tempo até a sua descoberta 

para o meio científico é, provavelmente, a sua distribuição limitada às matas de encosta da 

Chapada do Araripe. Diversos pesquisadores e campanhas científicas relataram a passagem 

pela região do Cariri, onde está localizada a Chapada do Araripe - CE. Dentre as expedições 

documentadas destaca-se a Comissão Científica de Exploração entre 1859 a 1861, as coletas 
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realizadas pelo ornitólogo alemão Emil Kaempfer em 1929, além das campanhas do Museu de 

Zoologia da Universidade de São Paulo (MZUSP) na década de 1980 (Silva & Rêgo, 2004). 

Dos diversos registros realizados para a região, chama-se a atenção também para o feito pelo 

ornitólogo Paulo de Tarso Antas que indicou a presença de Antilophia galeata Lichtenstein, 

1823 (Marini, 1992), provavelmente devido à semelhança do canto ou da morfologia das 

fêmeas e dos indivíduos jovens das duas espécies. 

Somente em dezembro de 1996, no distrito de Arajara (39° 24' 45'' W / 07° 19' 57'' S), 

Município de Barbalha - CE, houve a confirmação da presença de uma espécie nova de ave 

pertencente ao gênero Antilophia naquela região. Foram os pesquisadores Galileu Coelho e 

Weber Silva que, após observarem um exemplar de macho adulto (Figura 1a), descartaram a 

possibilidade de se tratar de alguma espécie já conhecida, como outros pesquisadores 

chegaram a propor. Descrita cientificamente no periódico Ararajuba - Revista Brasileira de 

Ornitologia (Coelho & Silva, 1998), a nova espécie é atualmente chamada popularmente por 

soldadinho-do-araripe, sendo dado o nome científico de Antilophia bokermanni, em 

homenagem ao pesquisador Werner Bokermann, por suas contribuições à ornitologia 

brasileira. 

Até o momento de sua descrição, apenas a localidade-tipo havia sido listada para 

confirmação de sua presença. Somente em 2000, Azevedo Jr. e colaboradores publicaram dois 

novos registros da distribuição de A. bokermanni, localizados nos Municípios de Crato e 

Barbalha, também no Estado do Ceará. Atualmente, após a realização de pesquisas visando à 

construção do plano de conservação desta ave (Silva & Rêgo, 2004; AQUASIS, 2006), 

dezenas de outras localidades tiveram sua presença confirmada, mas todas incluídas numa 

estreita faixa de mata de encosta no Ceará.  
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Figura 1 - Foto de um exemplar macho adulto de Antilophia bokermanni (a) e de A. galeata 

(b), e de um exemplar fêmea de A. bokermanni (c) e de uma A. galeata (d). 
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1.2 MORFOLOGIA E POSICIONAMENTO SISTEMÁTICO 

A. bokermanni é muito similar a sua espécie-irmã, Antilophia galeata (Figura 1a e 

1b), onde a principal diferença entre os machos adultos está na predominância da coloração 

branca presente nas penas do dorso e das asas da nova espécie, uma vez que ambas possuem 

um manto vermelho que se estende do dorso até o topete sobre o bico. Já as fêmeas das duas 

espécies (Figura 1c e 1d) e os indivíduos jovens apresentam todos uma coloração verde-oliva, 

sendo o adorno do topete praticamente ausente nas fêmeas (Coelho & Silva, 1998). Um 

exemplar macho do soldadinho-do-araripe pode medir cerca de 16 centímetros de 

comprimento e pesar cerca de 20 gramas, sendo a fêmea ligeiramente mais pesada, porém, 

apresentando um comprimento total menor (AQUASIS, 2006). 

A. bokermanni pertence à família Pipridae, formada por pássaros conhecidos 

vulgarmente como tangarás, dançadores ou uirapurus. Os piprídeos compõem a superfamília 

Tyrannoidea, juntamente com as famílias Cotingidae, Tyrannidae, Phytotomidae e 

Oxyruncidae (Traylor, 1977). A maioria dos piprídeos apresenta forte dimorfismo sexual na 

plumagem, apresentam rituais de corte na época reprodutiva e habitam preferencialmente o 

interior de matas e florestas (Sick, 1997). 

Anatomicamente destacam-se três características peculiares utilizadas na classificação 

desta família que também estão presentes no gênero Antilophia: apresentam sindactilia 

(junção) na base do terceiro e quarto dedo; a escutelação do tarso é do tipo exaspidiano; e a 

estrutura da siringe é extremamente variada, sendo esta característica tradicionalmente usada 

como principal caráter morfológico no estudo das relações de parentesco entre os piprídeos 

(Prum, 1990b). Das características gerais da biologia descritas para a família Pipridae, o 

gênero Antilophia difere bastante do ramo filogenético ao qual pertence. As principais 
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diferenças observadas neste gênero são: o acasalamento não-promíscuo; a ausência de ritual 

pré-nupcial definido, sendo observado apenas vôos de perseguições; a igualdade na proporção 

sexual; e o tamanho corporal significativamente maior que nos demais representantes da 

família (AQUASIS, 2006). 

Em estudos de classificação filogenética realizados com a família Pipridae usando 

dados morfológicos (Prum, 1990a, 1990b, 1992), o gênero Antilophia, representado apenas 

por A. galeata, apareceu agrupado em todas as análises com o gênero Chiroxiphia, estando o 

gênero Manacus mais externo a este clado. Mais recentemente, Rêgo et al., (2007) e Tello et 

al., (2009) realizaram estudos das relações filogenéticas com representantes de piprídeos 

através de marcadores moleculares no qual foram incluídas amostras de A. galeata. Em seus 

resultados foi confirmada a estrita relação entre o gênero Antilophia e o gênero Chiroxiphia, 

corroborado a relação filogenética já sugerida pelos dados morfológicos. O registro de 

híbridos entre estes dois gêneros na natureza (Pacheco & Parrini, 1995; Vasconcelos et al., 

2005) são dados que reforçam ainda mais a próxima relação existente.  

1.3 DISTRIBUIÇÃO E HÁBITAT 

O soldadinho-do-araripe é a única ave endêmica do Estado do Ceará, ocorrendo 

exclusivamente nas matas úmidas próximas às nascentes da encosta cearense da Chapada do 

Araripe (Figura 2). Sua distribuição agora é bem conhecida, tendo sido confirmada a sua 

presença apenas nos municípios cearenses do Crato, Barbalha e Missão Velha (BirdLife 

International, 2008). Dados obtidos em estudos da área de ocorrência da ave através da 

visualização de exemplares, revelaram que elas são encontradas entre a nascente Guaribas 
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Figura 2 - Foto de um dos pontos de ocorrência do soldadinho-do-araripe, mostrando uma nascente e a mata típica de seu habitat. 
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(39° 28' 22''W / 07° 13' 13''S) até a nascente do sítio Valentim (39° 10' 01''W / 07° 24' 24''S) 

(Figura 3), totalizando 56 km de extensão (Silva & Rêgo, 2004). Levando-se em conta que a 

floresta úmida remanescente nas encostas possui uma largura média inferior a 500 metros, a 

área de distribuição total do soldadinho-do-araripe não ultrapassa 30 km2. 

A vegetação encontrada na área de ocorrência de A. bokermanni é classificada como 

Floresta Estacional Perenifólia Montana (Veloso et al., 1991) (Figura 4), estando a uma 

altitude de 600 a 800 metros acima do nível do mar. Esta vegetação estende-se por quase 200 

km na chapada, compreendendo 294 nascentes que representam 85% das fontes d’água 

existentes na chapada (DNPM, 1996). A estreita relação entre a presença da ave e as nascentes 

da encosta é um fato confirmado, sendo também relatado este tipo de relação entre a outra 

espécie do gênero (A. galeata) e córregos presentes nas matas ciliares do bioma Cerrado. 

Assim, a distribuição de A. bokermanni não é uniforme por toda faixa florestal, mas limitada à 

algumas nascentes e córregos dentro dos pontos extremos de sua ocorrência (AQUASIS, 

2006). 

A porção das matas de encosta próxima às nascentes forma uma fitofisionomia de 

floresta brejada, sendo este o habitat preferencial da ave. Este segmento de mata concentra 

espécies de plantas que se diferenciam daquele presente em matas úmidas sem nascentes, com 

destaque para espécies das famílias Melastomataceae, Rubiaceae e da divisão Pteridophyta 

(AQUASIS, 2006). Muitas dessas espécies de planta fazem parte da dieta de frutos do 

soldadinho-do-araripe, a qual também inclui espécies ruderais (típicas de áreas em 

regeneração) e pequenos artrópodes.   
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Figura 3 - Imagem mostrando a localização da distribuição do soldadinho-do-araripe na encosta da Chapada do Araripe. As setas em 

vermelho apontam os limites da sua distribuição. 

Sítio 
Valentim 

Nascente 
Guaribas 
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Figura 4 - Fotos da Chapada do Araripe ressaltando a vegetação encontrada na encosta. 
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1.4 TAMANHO POPULACIONAL 

Informações a respeito do tamanho populacional, bem como do padrão de estruturação 

da população do soldadinho-do-araripe ainda são baseadas em estimativas pouco precisas. 

Segundo dados publicados em pela IUCN (União Internacional para Conservação da 

Natureza), esta ave é classificada na categoria das espécies com tamanho populacional 

estimado de 50 a 250 indivíduos. Em projetos realizados em 2004 (Silva & Rêgo) e 2006 

(AQUASIS), os quais utilizaram uma metodologia específica de censo baseada em 

características particulares do padrão de distribuição e comportamento da A. bokermanni, foi 

relatado que o número total da população pode ultrapassar 700 indivíduos. Além da diferença 

na metodologia adotada para análise direcionada para espécie em estudo, o principal fator que 

contribui para uma elevação da estimativa do tamanho populacional foi o aumento do número 

de nascentes visitadas e o registro de novas nascentes não cadastradas pelo Departamento 

Nacional de Produção Mineral (DNPM, 1996). 

Considerando que a vegetação do ambiente em que ocorre o soldadinho-do-araripe 

estende-se por quase 200 km sobre a encosta da Chapada do Araripe, e que menos de um 

quinto das nascentes foram visitadas ou analisadas de forma mais criteriosa, é possível que o 

número de indivíduos ainda seja maior. É provável que a presença da ave seja confirmada em 

outras localidades ainda não analisadas. O relato da ocorrência de um único indivíduo de 

plumagem verde em um pequeno fragmento florestal no distrito de Jamacaru, município de 

Missão Velha, distante cerca de 9 km do ponto considerado extremo oeste da distribuição, 

abre precedentes para a hipótese de que esta ave seria capaz de colonizar áreas vizinhas que 

apresentem as condições propícias para sua sobrevivência. Tal localidade não foi incluída na 

distribuição por não ter sido encontrado mais nenhum indivíduo desta espécie em visitas 
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posteriores a este local. Outra importante informação observada nos trabalhos de campo foi o 

registro de oscilações na presença de machos adultos (variando entre zero e três exemplares) 

numa mesma localidade visitada em diferentes anos (AQUASIS, 2006). Desta forma, fica 

evidenciada a necessidade de preservação de todas as nascentes, mesmo aquelas que não 

apresentam atualmente a ocupação pela ave, pois são potenciais localidades de expansão 

territorial para a espécie.  

1.5 REPRODUÇÃO 

Diferentemente do observado para a maioria dos piprídeos, onde um único macho pode 

acasalar com várias fêmeas no mesmo período reprodutivo, o soldadinho-do-araripe 

apresentam um sistema de acasalamento não promíscuo (Girão & Souto, 2005), igualmente 

observado em A. galeata. Os machos de ambas as espécies apresentam comportamento de 

defesa de território neste período, garantindo proteção e fonte alimentar para a fêmea e seus 

filhotes (Cavalcanti & Marini, 1993; Girão & Souto, 2005), aumentando assim, as chances de 

sucesso reprodutivo. 

Apesar de possuir uma plumagem de destaque, como observado nos demais machos de 

piprídeos, o soldadinho-do-araripe não executa côrte de danças, limitando-se apenas a vôos de 

perseguições, como forma de exibição para as fêmeas. Este comportamento destaca a 

capacidade de defesa de território por parte dos machos mais fortes, sendo os demais expulsos 

para áreas periféricas, longe das nascentes (AQUASIS, 2006).   

A construção do ninho é uma atividade exclusiva das fêmeas, sendo o local escolhido 

sempre próximo à córregos, evidenciando uma provável dependência da postura dos ovos com 

um micro-clima adequado. O período reprodutivo dura cerca de cinco meses, antecedendo a 
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estação de chuvas, o que permitirá uma maior disponibilidade de alimento (Girão & Souto, 

2005). A fêmea põe dois ovos por estação reprodutiva, desempenhando cuidado parental até o 

momento dos filhotes deixarem o ninho (Figura 5). Os filhotes apresentam, independente do 

sexo, uma coloração verde-oliva semelhante à das fêmeas, o que dificulta a visualização por 

parte de predadores (Figura 5). Os indivíduos jovens podem permanecer nos territórios dos 

pais por até dois anos, quando adquirem a sua plumagem definitiva e atingem a maturidade 

sexual, sendo posteriormente expulsos para outras áreas.    

1.6 STATUS DE ESPÉCIE AMEAÇADA 

Classificada como uma ave “Criticamente Ameaçada” na Lista Vermelha de Espécies 

Ameaçadas da IUCN (2008), A. bokermanni também faz parte da Lista Nacional das Espécies 

da Fauna Brasileira Ameaçadas de Extinção publicada pelo MMA (2003), sendo considerada 

espécie “Criticamente em Perigo”. Ambas as listas apontam como pontos críticos para sua 

conservação o tamanho populacional reduzido e sua distribuição restrita, com provável 

declínio devido a problemas de qualidade ambiental e fragmentação de habitat. De acordo com 

um estudo realizado pela BirdLife International (2000), “são necessárias ações urgentes para 

que a espécie não se torne extinta, quase que simultaneamente com a sua descrição”.  

A análise de informações provenientes de monitoramentos anuais, realizados por 

diversos grupos de pesquisas nas áreas de geologia, biologia e antropologia, revelam que o 

ambiente onde o soldadinho-do-araripe habita está atualmente sofrendo um processo de 

descaracterização. Dentre os agentes causadores das mudanças, destacam-se as pressões de 

uso e ocupação crescente sobre as encostas e nascentes da Chapada do Araripe. A inclusão de 

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

recém eclodidos do ovo (c) e filhotes na terceira semana de desenvolvimento (d). 
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na área de ocorrência da ave pela população local deverá ter uma posição de destaque no 

programa de conservação a ser desenvolvido, uma vez que este é o fator de maior impacto 

para a perpetuação da espécie e de seu hábitat. 

Dentre as ameaças listadas no Plano de Conservação do soldadinho-do-araripe 

(AQUASIS, 2006), destaca-se a questão do uso racional das nascentes como aspecto 

prioritário para a manutenção da espécie. O micro-clima produzido nas proximidades das 

nascentes, no qual se desenvolve a floresta estacional perene das encostas, é um elemento 

determinante no ciclo de vida desta ave. Processos de modificação envolvendo as nascentes, 

como a diminuição da vazão, o encanamento, a perda da mata ciliar e o avanço das atividades 

antrópicas provocam mudanças no hábitat, que podem comprometer de forma drástica a 

manutenção desta espécie.  

2. A CHAPADA DO ARARIPE E SUAS UNIDADES DE CONSERVAÇÃO 

Situada na fronteira entre os Estados do Ceará, Pernambuco e Piauí, a Chapada do 

Araripe (Figura 6) ocupa uma área de 6.230 km2, estando sua maior parte na porção 

meridional do Estado do Ceará. Na chapada é possível distinguir quatro zonas fisiográficas 

distintas: o topo da chapada; a zona de escarpa; o pé da serra e o sertão. A sua altitude varia de 

700 a 950 m, sendo o clima sobre a chapada quente e semi-árido. O período chuvoso ocorre na 

maioria das vezes entre os meses de dezembro e maio. A água infiltrada pelo topo da Chapada 

corre por baixo do solo, emergindo em sua grande maioria para o norte, em direção ao Ceará, 

devido à disposição das camadas que favorecem a ocorrência de ressurgências na encosta, 

popularmente chamadas de nascentes.  
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Figura 6 - Localização da Chapada do Araripe. 

Chapada do 
Araripe 
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Da combinação de umidade com as águas provenientes das chuvas e das nascentes é 

que se desenvolve e se mantêm a mata de encosta da chapada, ambiente este onde é 

encontrada a espécie A. bokermanni. Dentro da distribuição de ocorrência desta ave encontra-

se quase 50% das nascentes, apesar de representar uma faixa de menos de 8% de encosta da 

chapada. Por outro lado, também é próximo desta região que se desenvolvem os maiores 

Municípios da região do Cariri (Crato, Juazeiro do Norte e Barbalha), que juntos somam quase 

um milhão de habitantes (IBGE, 2008). O crescimento populacional observado nesta região 

foi um dos principais pontos discutido no Plano de Conservação do soldadinho-do-araripe 

(AQUASIS, 2006), uma vez que está diretamente ligado ao uso da água, desmatamento para 

avanço da agricultura e crescimento imobiliário na encosta. 

Na Chapada do Araripe encontra-se duas Unidades de Conservação de âmbito federal: 

a Floresta Nacional do Araripe (FLONA do Araripe), criada em 1946 e possuindo uma área de 

38.262 hectares, e a Área de Proteção Ambiental da Chapada do Araripe (APA do Araripe), 

criada em 1997 e possuindo uma área superior a um milhão de hectares (Figura 7), ambas sob 

administração do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis 

(IBAMA). Como pode ser visto na Figura 7, a área de ocorrência de A. bokermanni está 

totalmente inserida na APA do Araripe e coincide com o comprimento da borda da FLONA. 

A APA do Araripe, apesar de ser uma unidade de conservação para uso sustentável, 

não tem impedido que a utilização dos recursos naturais pela população local tenha provocado 

uma degradação significativa da vegetação nativa. A ausência de instrumentos de gestão 

(plano de manejo, zoneamento) e o próprio tamanho desta Unidade, que abrange três Estados 

(Ceará, Pernambuco e Piauí) são aspectos que tem dificultado no processo de fiscalização. Seu 

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



 

Figura 7 - Unidades de Conservação presentes na Chapada do Araripe. (a) Limite da APA da 

Chapada do Araripe e as divisas dos Estados (Piauí, Ceará e Pernambuco), destacando a 

FLONA do Araripe no detalhe. (b) Ampliação do detalhe, destacando em verde o habitat 

remanescente do soldadinho-do-araripe. 

(a)

 

(b)
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principalmente no que diz respeito ao controle do uso sustentável dos recursos naturais, bem 

como no ordenamento do uso da terra próximo a encosta. 

Já a FLONA do Araripe ocupa uma posição-chave na proteção e manutenção do hábitat 

da ave. Não coincidentemente, é ao longo da borda do platô da chapada que se encontra a 

totalidade da sua área de distribuição de A. bokermanni. A FLONA tem preservado e mantido a 

mata seca presente no platô, que por sua vez funcionado como área tampão da mata úmida da 

encosta, garantido a infiltração das águas pluviais que alimentam as nascentes (AQUASIS, 2006), 

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

3. O ESTUDO DE ESPÉCIES AMEAÇADAS E A GENÉTICA MOLECULAR 

O desaparecimento de espécies ou populações como resultado de processos naturais é um 

fato que tem sido considerado normal durante a evolução da vida na Terra. Os registros 

fossilíferos encontrados em todos os continentes são indícios incontestáveis de que milhares de 

espécies já se extinguiram e que as espécies encontradas nos dias de hoje compõem o produto da 

evolução que melhor adaptaram-se às condições ambientais. Entretanto, a recente ação humana 

tem feito com que o processo de extinção atinja níveis preocupantes para a manutenção da 

biodiversidade (Frankham et al., 2002). Para se ter uma dimensão desta problemática, no século 

vinte todas as extinções conhecidas de espécies de vertebrados foram causadas direta ou 

indiretamente pelo ser humano (Primack & Rodrigues, 2001). 

A necessidade de um maior conhecimento a respeito da influência humana sobre a 

manutenção da diversidade global levou a criação do campo de estudo da Biologia da 

Conservação. Reunindo o conhecimento de diversas áreas, este ramo da biologia soma esforços 

para impedir o desaparecimento de espécies, estabelecer áreas de conservação da vida natural e 

compreender os efeitos da ação humana sobre os ecossistemas para o melhor desenvolvimento de 
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medidas para o uso sustentável dos recursos naturais (Soulé, 1985). Na grande maioria dos casos, 

os programas de conservação são principalmente dirigidos à proteção de espécies cuja população 

encontra-se em declínio, restrita a uma pequena extensão de sua área de ocorrência e, portanto, 

ameaçada de extinção caso medidas urgentes não sejam tomadas (Primack & Rodrigues, 2001). 

Desta forma, uma das funções principais dos conservacionistas passou a ser a determinação das 

condições necessárias para que uma população ameaçada seja capaz de chegar a um ponto de 

estabilidade que permita a perpetuação da espécie, mesmo sofrendo influência das condições 

impostas pela ação humana. Como regra geral, o quê se tem visto nos programas de conservação 

é a tentativa de preservar o maior número possível de exemplares em um local protegido.  

O número de indivíduos necessários para garantir a manutenção de uma espécie passou a 

ficar conhecido como População Mínima Viável – PMV (MacArthur & Wilson, 1967; Shaffer, 

1981; Thomas, 1990). Uma PMV seria então a menor população que teria uma maior 

probabilidade de sobreviver em um determinado intervalo de tempo. Alguns autores chegaram a 

sugerir valores de PMV que evitassem perdas genéticas e mantivessem a flexibilidade evolutiva 

(Lande & Barrowclough, 1987; Soulé, 1987; Thomas, 1990), onde para vertebrados ficaria em 

torno de 500 a 1000 indivíduos. Entretanto, ficou insustentável acreditar que um número pudesse 

ser aplicado a tantas espécies com características de vida tão diferentes, sendo necessário um 

estudo em particular para cada caso, baseando-se no maior número de características biológicas e 

ecológicas possíveis. 

Além da necessidade da determinação da PMV, o aumento do interesse no estudo de 

populações ameaçadas também culminou na determinação dos agentes que contribuiriam no 

processo de extinção de uma espécie. Estes agentes seriam: estocasticidade (demográfica, 

ambiental e genética), perda da flexibilidade evolutiva e catástrofes naturais (Shaffer, 1981; 

Soulé, 1983; Gilpin & Soulé, 1986). Segundo Fernandez (1997), esses processos teriam em 
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comum o fato de que qualquer um deles é tão mais perigoso quanto mais isoladas e menores 

forem as populações. Outro fator a ser considerado é que essas forças nem sempre ocorrem 

isoladamente, onde uma população pode inicialmente ser acometida pelos efeitos de um desses 

processos, tornando-se mais suscetível aos outros (Pires, 2000).  

Nos últimos anos, os conservacionistas passaram a aplicar mais o conhecimento gerado 

pelas técnicas de genética e biologia molecular nos estudos com populações ameaçadas 

(Frankham et al., 2002). Esse interesse se deve não somente ao reconhecimento de que, entre os 

principais processos que afetariam populações em vias de extinção, dois seriam genéticos (perda 

de variabilidade genética e endogamia), mas também pela gama de informações e o nível de 

precisão que as pesquisas genéticas poderiam contribuir no processo de conservação e 

manutenção de espécies ameaçadas. A União Internacional para Conservação da Natureza 

(IUCN), já orienta para a necessidade de preservação da diversidade genética, como um dos 

níveis fundamentais da biodiversidade. 

O uso da genética molecular no estudo de populações ameaçadas é marcado por dois 

importantes acontecimentos que mudaram a maneira de obtenção, interpretação e análise das 

informações disponíveis. O primeiro foi o desenvolvimento de técnicas moleculares ocorrido em 

meados da década de 80, que possibilitaram uma avaliação mais precisa dos casos. O segundo 

fato, já comentado no item anterior, teve início no começo dos anos 90, com a aceitação de que 

determinados fatores genéticos teriam que ser melhores compreendidos, uma vez que estes 

poderiam contribuir de forma significativa no processo de conservação de alguma espécie 

(Frankham et al., 2002). 

Os avanços na área da genética molecular, impulsionados pelo surgimento da tecnologia 

do DNA recombinante e pelo desenvolvimento da amplificação de segmentos de DNA via PCR 

(reação em cadeia da polimerase), provocaram a mudança da análise do genótipo a partir do 
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fenótipo (“genética mendeliana”), para a análise direta das variações no material genético 

(“genética genômica”) (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Técnicas cada vez mais acessíveis e 

eficientes passaram a ser constantemente aprimorada, juntamente com métodos estatísticos que 

permitem a análise de informações que outras áreas não teriam como acessar. Dentre as técnicas 

moleculares mais utilizadas atualmente no estudo de populações, destacam as que se baseiam em: 

microssatélites; sequenciamento de regiões específicas; e análise de AFLP (polimorfismo de 

comprimento de fragmentos amplificado). 

Baseado nestas técnicas é possível atualmente acessar informações a respeito da historia 

evolutiva, de aspectos biológicos e ecológicos, além do potencial de evolução de cada espécie. 

Em todos estes aspectos, a diversidade genética tem sido o principal parâmetro utilizado como 

base das análises. No caso de espécies ameaçadas, a diminuição da variabilidade tem sido 

relatada como a principal causa de diversos problemas populacionais, tais como: aumento de 

suscetibilidade às doenças e anomalias (Packer, 1992; Sanjayan et al., 1996); fixação de alelos 

deletérios (Hedrick et al., 1996); diminuição nas taxas de crescimento, fecundidade e estabilidade 

fenotípica (Madsen et al., 1996). A importância desta medida também foi ressaltada quando 

comparado os níveis de diversidade genética de espécies ameaçadas com espécies relacionadas, 

mas com grande tamanho populacional, sendo observada uma menor diversidade na maioria das 

espécies ameaçadas (Haig & Avise, 1996; Frankham et al., 2002).  

Desta forma, ter conhecimento do nível de variabilidade genética de uma espécie 

ameaçada, bem como entender como diversos fatores podem influenciar seus níveis, direta ou 

indiretamente, torno-se um ponto imprescindível para a conservação. A associação de tais 

informações com dados comportamentais e ecológicos tem possibilitado não somente a 

construção de um cenário mais realista do estado atual de uma população, mais também 
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permitido o monitoramento futuro dessas comunidades, aumentando suas chances de 

sobrevivência a médio e longo prazo.  

4. OBJETIVO 

A atual situação da espécie Antilophia bokermanni, considerada criticamente ameaçada de 

extinção devido principalmente ao uso exploratório dos recursos naturais de seu habitat, mas 

também por conta de seu reduzido tamanho populacional e limitada área de ocorrência, tem sido 

motivo de preocupação para instituições nacionais e internacionais. Os trabalhos já realizados 

com está espécie (Silva & Rêgo, 2004; AQUASIS, 2006, IUCN, 2008), reforçam a necessidade 

da execução de ações urgentes para sua preservação. 

A utilização de técnicas moleculares com o intuito de se melhor conhecer diversidade 

genética, a estrutura populacional e a história evolutiva desta espécie de ave ameaçada tornou-se 

imprescindível para a montagem do plano de conservação. Desta forma, esta tese visou 

desenvolver estudos moleculares com a população do soldadinho-do-araripe, buscando a 

produção de informações aplicáveis em processo de preservação.  

4.1 OBJETIVO GERAL 

Análise da diversidade genética, da estrutura populacional e da história evolutiva do 

soldadinho-do-araripe (Antilophia bokermanni) através do estudo de seqüências de porções do 

genoma mitocondrial e nuclear, visando elucidar questões da biologia e ecologia, relevantes para 

a conservação e manejo desta espécie endêmica do Brasil.    
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4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Estimar a diversidade genética presente na população do soldadinho-do-araripe, 

comparando-a com a de sua espécie-irmã (A. galeata) através de seqüências de DNA 

(mitocondrial e nuclear); (Capítulo 1, 2 e 3). 

- Verificar a existência de sub-estruturação populacional (fragmentação), avaliando o 

nível de fluxo gênico dentro da área de distribuição de A. bokermanni; (Capítulo 1 e 2). 

- Avaliar a história demográfica no que diz respeito a eventos de crescimento ou redução 

populacional ao longo de sua existência (Capítulo 1 e 2); 

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

- Estimar o nível de diferenciação genética e o tempo de separação entre as duas espécies 

do gênero Antilophia, associando à eventos biogeográficos (Capítulo 1, 2 e 3); 

- Associar informações de sua diversidade genética com aspectos de sua biologia 

(Capítulo 1, 2 e 3); 

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

potencial evolutivo desta ave (Capítulo 1, 2 e 3);    
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Resumo 

O gênero Antilophia é formado por duas espécies de aves, cuja principal diferença 

morfológica está na plumagem dos machos. A. galeata é uma espécie bem conhecida e 

amplamente distribuída nas matas de galeria do bioma Cerrado. Já A. bokermanni foi descoberta 

a pouco mais de uma década, possuindo apenas uma pequena população restrita as matas de 

encosta do sul do Estado do Ceará - Brasil, sendo uma das aves mais ameaçadas do planeta. A 

necessidade de medidas urgentes para a preservação desta espécie ameaçada fez com que vários 

aspectos de sua biologia e ecologia fossem explorados, incluindo os genéticos por serem 

fundamentais para a compreensão de sua história evolutiva e avaliação de seu potencial de 

viabilidade. Neste trabalho nós comparamos a diversidade genética entre exemplares das duas 

espécies, com o intuito de avaliar o nível de variabilidade encontrada em A. bokermanni 

comparando-a com sua espécie-irmã, que se encontra em uma situação de conservação distinta. 

Foram analisados fragmentos mitocondriais (rRNA 16S, Cyt-B, ND6/Pseudo-Dloop/rDNA 12S) 

e um segmento nuclear do íntron I7BF. Os resultados mostraram uma grande similaridade nos 

padrões de diversidade genética das duas espécies, sendo relatado compartilhamento de 

haplótipos em todos os fragmentos analisados. Este perfil genético impossibilitou a estimativa do 

tempo de divergência e do tamanho populacional efetivo das duas. Tais resultados apontam para 

uma recente separação entre os dois táxons, evidenciado pelo sortimento incompleto das 

linhagens. O cenário biogeográfico observado na história evolutiva do gênero Antilophia 

corrobora com eventos paleoclimáticos sul-americanos envolvendo o bioma Cerrado durante o 

Quaternário Superior.   

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

genética, sortimento incompleto de linhagens. 
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O gênero Antilophia (Reichenbach 1850) pertence à família dos manakins (Pipridae, 

Passeriformes), um grupo de aves neotropicais (Ridgely and Tudor 1994, del Hoyo et al. 2004). 

Este gênero foi por muito tempo um táxon monotípico, sendo composto somente pela espécie 

Antilophia galeata (Lichtenstein, 1823) até o final da década de 90. Neste período, uma nova 

espécie foi descoberta e descrita para a comunidade científica - Antilophia bokermanni (Coelho 

and Silva 1998). Como principal diferença morfológica que distingue as duas espécies está a 

coloração da plumagem dos machos adultos, sendo A. galeada predominantemente de cor preta, 

enquanto que a nova espécie apresenta a cor branca dominante (Coelho and Silva 1998). Estes 

mesmos autores também perceberam diferenças no padrão de vocalização de ambas, tendo sido 

confirmado através de comparação de seus sonogramas. Além destas características, ressalta-se a 

separação da área de ocorrência atual das duas espécies (Figura 1a), onde o ponto mais próximo 

dista cerca de 300 km.  

Atualmente, as duas espécies de Antilophia apresentam status de conservação distintos. A. 

galeata é uma das espécies de aves mais abundante de seu habitat, sendo avistada com facilidade 

nas matas ciliares do bioma Cerrado no Brasil (Marini and Cavalcanti 1993, Marini et al. 1997), e 

ocorrendo também em alguns pontos do Paraguai e Bolívia (del Hoyo et al. 2004). Já A. 

bokermanni é o representante mais ameaçado de extinção de sua família, sendo considerado 

“criticamente em perigo” (BirdLife International 2008). Com uma população estimada em menos 

de 800 exemplares, esta espécie de ave é encontrada apenas em uma área de aproximadamente 30 

km2 nas matas de encosta da Chapada do Araripe - Brasil (AQUASIS 2006, BirdLife 

International 2008).  

Devido à situação de perigo de extinção na qual se encontra A. bokermanni, pesquisas que 

auxiliem no processo de conservação desta espécie têm sido desenvolvidas (Girão and Souto 

2005, AQUASIS 2006). Mais recentemente, Rêgo e colaboradores (2010) realizaram um estudo 
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através de ferramentas moleculares enfocando principalmente características populacionais de A. 

bokermanni, incluindo também sua espécie-irmã em algumas análises comparativas. Dentre os 

resultados obtidos, observou-se que ambas são geneticamente bastante similares, não tendo sido 

possível realizar um processo de distinção entre as duas espécies com o marcador mitocondrial 

utilizado devido ao compartilhamento de haplótipos moleculares.   

Estudos com genética de populações têm revelado incongruência entre algumas árvores 

evolutivas (baseadas em seqüências de DNA) e eventos de especiação, onde o arranjo gênico 

observado não necessariamente concorda ou reflete os processos de evolução dos organismos 

(Pamilo and Nei 1988, Lyons-Weiler and Milinkovitch 1997, Avise 2000). Quanto mais recente 

for a separação das populações ou espécies, maiores as chances de haver ainda compartilhamento 

de haplótipos gênicos, sendo este estado chamado de Separação Incompleta de Linhagens 

(“Incomplete Lineage Sorting”) (Pamilo and Nei 1988, Avise 2000, Takahashi et al. 2001). Desta 

forma, mesmo apresentando distribuição, morfologia ou comportamentos distintos, o tempo de 

separação entre duas linhagens pode não ser suficiente para torná-las geneticamente distintas para 

alguns marcadores genéticos, tornando-as espécies não distintas segundo algumas definições de 

espécie (Sites and Marshall 2004, Aleixo 2007). Estudos com populações em estágios 

intermediários de divergência têm possibilitado o aumento do entendimento de padrões de 

especiação geográfica e delimitação de espécies (Omland et al. 2006). Ter conhecimento deste 

fato torna-se imprescindível em programas de conservação de espécies ameaçadas, pois o status 

taxonômico deve ser bem definido para que não seja negada proteção às espécies em perigo, e 

nem esforços sejam perdidos com espécies abundantes (Frankham et al. 2002). 

Índices de diversidade genética são bons indicadores da viabilidade populacional de uma 

espécie (Hoelzel et al. 1993, O’Brien 1994, Groombridge et al. 2000, Sequeira et al. 2005), sendo 

um dos aspectos que vem sendo avaliado em programas de conservação. Além de permitir o 



 
43

 
acesso a informações cruciais para o entendimento da dinâmica populacional, a variabilidade 

genética também pode auxiliar na reconstrução de partes da história evolutiva, a comparação ou 

validação de táxons proximamente relacionados e estimativa do tamanho populacional efetivo 

(Barrowclough et al. 1999, Sequeira et al. 2005, Omland et al. 2006). A análise de diferentes loci, 

que evoluem em distintas taxas, aumenta a probabilidade de reconstrução da verdadeira história 

dos organismos (Pamilo and Nei, 1988; Hare, 2001; Hudson and Turelli, 2003; McCormack et al, 

2008), apesar de trabalhos mostrarem que o uso de um único locus não-recombinante apresenta 

resolução suficiente para diferenciar isolamento e migração em alguns casos (Nielsen and 

Wakeley, 2001; Griswold and Baker, 2002; Peters et al, 2005). 

No presente trabalho, nós objetivamos reconstruir parte da história evolutiva das duas 

espécies que compõem o gênero Antilophia através de dados moleculares, enfocando 

principalmente a espécie ameaçada A. bokermanni. Para isto, avaliamos seus níveis de 

variabilidade genética através de seqüências de DNA para marcadores mitocondriais e nucleares, 

com diferentes taxas de evolução. Em posse dos resultados, buscamos cruzar os dados 

moleculares com informações ecológicas e paleoambientais já existentes que possibilitassem a 

compreensão do processo de separação, da atual distribuição e de flutuações demográficas 

ocorridas para as duas espécies de aves, que atualmente apresentam distintos status de 

preservação.    

Materiais e Métodos  

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

realizadas entre os meses de Maio de 2005 e Fevereiro de 2006 (Licença no 027/2005 - IBAMA), 

na porção nordeste da Chapada do Araripe no Estado do Ceará – Brasil (lat -7.304974 / lon -
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39.302090) (Figura 1b, 1c). Os exemplares foram capturados com o uso de redes de neblina 

montadas próximo às nascentes nas matas de encosta e amostras de sangue ou bulbo de penas 

foram coletadas e acondicionadas em álcool 70%. Amostras da espécie-irmã A. galeata 

provenientes de São Carlos (lat -22.014303 / lon -47.891112) no Estado brasileiro de São Paulo 

(n=15) e também de Brasília - DF (lat -15.776605 / lon -47.928118) (n=5) foram obtidas através 

de intercâmbio com pesquisadores da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) e da 

Universidade de Brasília (UnB), respectivamente (Figura 1a).  

Extração do DNA, Amplificação por PCR e Sequenciamento.-As amostras receberam 

identificação de tombamento segundo critérios adotados pelo Laboratório de Genética e Biologia 

Molecular (LGMB) - UFPA, sendo acondicionadas em freezers até o momento de seu uso. O 

material genético (DNA) foi extraído através de digestão com ribonuclease por 1 hora a 37 oC, 

seguido da adição de proteinase K por 2-4 horas (ou “overnight”) a 55 oC. O produto foi então 

tratado com lavagens de fenol-clorofórmio e precipitação com isopropanol (Sambrook et al. 

1989). 

Reação em cadeia da polimerase (PCR) foi usada para a amplificação de três diferentes 

segmentos: parte do gene mitocondrial Citocromo B (Cyt-B) e de uma porção do rRNA 16S, 

além de um fragmento nuclear referente ao íntron-7 do Beta-fibrinogênio (I7BF). Os primers para 

Cyt-B utilizados no presente trabalho foram descritos por Sorenson et al. (1999): L-15560 (5’ - 

CCG ATA AAA TCC CAT TCC ACC C - 3’) e H-16064 (5’ - CTT CGA TCT TTG GCT TAC 

AAG ACC - 3’) e para 16S descritos por Palumbi et al. (1991): 5’- 

GCCTCGCCTGTTTACCAAAAAC - 3’ (L-1987) e 5’- CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 

3’ (H-2609). Para obtenção de parte do I7BF foram usados iniciadores descritos por Prychitko 

and Moore (1997): FIB-BI7U (5’- GGA GAA AAC AGG ACA ATG ACA ATT CAC - 3’) e 
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FIB-BI7L (5’ - TCC CCA GTA GTA TCT GCC ATT AGG GTT - 3’). Cada reação foi realizada 

para um volume final de 25 L, contendo 4 L da mistura dos desoxinucleotídeos (1,25 mM), 2,5 

L do tampão da enzima Taq (10X), 1 L de MgCl2 (25 mM), 0,5 L de cada primer (200 

ng/ L), aproximadamente 80 ng do DNA total extraído, 0,25 L da enzima Taq polimerase (5 

U/ L – Invitrogen) e água destilada estéril para completar o volume final da reação. As 

condições de amplificação para os fragmentos do Cyt-B e do 16S foram as mesmas, consistindo 

de uma etapa inicial de desnaturação por 5 minutos a 94 oC, seguido de 30 ciclos por 30 segundos 

a 94 oC, 1 minuto a 55 oC e 2 minutos a 72 oC, terminando com um passo de 5 minutos a 72 oC. 

Já os segmentos do I7BF foram obtidos com um programa de amplificação de 5 minutos a 94 oC, 

seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 94 oC, 1 minuto a 50 oC e 2 minutos a 74 oC, terminando com 

um passo de 15 minutos a 74 oC para extensão final. 

Os produtos da amplificação foram purificados usando o kit ExoSAP-IT (Amersham 

Pharmacia Biotech. Inc., UK), onde em cada alíquota de 5 L da reação de PCR foi adicionada 2 

L da solução enzimática, sendo então incubados a temperatura de 37 oC por 15 minutos e depois 

mais 15 minutos a 80 oC. Os purificados foram submetidos a uma nova reação de PCR, agora 

pelo método didesoxiterminal (Sanger et al. 1977), com reagentes do kit Big Dye (ABI PrismTM 

Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction – Applied Biosystems, USA). As reações de 

seqüenciamento foram feitas para um volume final de 10 L, contendo 1 L do purificado, 0.5 

L de um dos primer (concentração de 200 ng/ L), 3 L do tampão (Tris 0,4 M pH 9,0 / MgCl2 

25 mM), 1 L do mix Big Dye e 4,5 L de água destilada estéril para completar o volume, sendo 

submetidas a um programa de temperaturas variadas que consistiu em: 25 ciclos de 96 oC por  50 

segundos, 50 oC por 5 segundos e 60 oC por 4 minutos. Reagentes não incorporados durante a 

reação foram eliminados através de lavagens com isopropanol. Os fragmentos gênicos resultantes 
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da reação de seqüenciamento tiveram suas seqüências nucleotídicas determinadas em um 

Seqüenciador Automático ABI 377 (Perkin Elmer).  

Seqüências referentes ao segmento da ND6/ CR/12S (Rêgo et al. 2010) foram também 

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

acesso entre GQ84229 – GQ84278 (Tabela 1). Para as amostras usadas no presente trabalho que 

não tinham seqüências desta região já disponibilizadas, os segmentos foram amplificados 

seguindo-se o mesmo protocolo adotado pelos autores citados acima.  

Alinhamento das Seqüências e Análise da Diversidade Genética Populacional.-As 

seqüências obtidas foram submetidas ao alinhamento múltiplo de forma automática pelo 

aplicativo Clustal-W (Thompson et al. 1994), com parâmetros de penalidades sugeridos por 

Schneider (2003). O arquivo gerado foi então convertido para o formato Fasta e transferido para 

o editor de seqüências Bioedit (Hall 1999), para inspeção visual do alinhamento produzido e 

possíveis correções na codificação das inserções ou deleções presentes.  

Valores de composição nucleotídica, número de haplótipos e de sítios polimórficos, e as 

taxas de divergência entre as seqüências das duas espécies foram computados usando o programa 

MEGA versão 3.1 (Kumar et al. 2004). Utilizando os programas DnaSP (versão 3.51; Rozas et al. 

2003) e Arlequin (versão 3.01; Excoffier et al. 2005) foram calculados os seguintes parâmetros 

de diversidade genética: diversidade haplotípica (Nei 1987) e nucleotídica (Nei 1987) para cada 

espécie e entre suas populações, além do índice de fixação (FST) (Weir and Hill 2002) e análise 

hierárquica de variância molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992). A rede de haplótipos foi 

construída pelo método dos vetores medianos para cada marcador, utilizando o programa 

NETWORK (versão 4.5; Bandelt et al. 1999).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Com o programa Isolation with Migration (IM - Hey and Nielsen 2004), que usa teoria 

da coalescência e método de análise bayesiana para diferenciação entre processos de isolamento e 

migração, foram estimados cinco parâmetros que podem afetar os níveis de diversidade genética 

entre populações, considerando neste trabalho que cada espécie compõe uma população: ABO 

(número efetivo de A. bokermanni), AGA (número efetivo de A. galeata), ANC (número efetivo 

da população ancestral no período de separação das populações), m (m1 e m2, número efetivo de 

migrantes por geração entre as populações), t (tempo de divergência das populações). A 

confiabilidade da probabilidade a posteriori dos parâmetros foi obtida por simulações de cadeias 

Markovianas, sendo os parâmetros escalados por uma taxa mutacional neutra. O procedimento 

inicial objetivou realizar simulações até que o estado (valores) das cadeias tenham tornado-se 

independentes do ponto inicial, onde foi determinado o ponto-de-corte (burn-in) que 

correspondeu a 10% do número de passos. Simulações continuaram sendo realizadas por um 

longo número de passos (10 milhões), enquanto medidas dos parâmetros foram reproduzidas e 

registradas a cada hora ao longo da corrida. Convergência entre diferentes simulações sobre a 

distribuição estacionária foi obtida pela análise de múltiplas cadeias independentes, iniciadas em 

diferentes pontos e por autocorrelação dos valores dos parâmetros no final do curso das corridas. 

Nós também adotamos o procedimento de permuta (swapping) entre múltiplas cadeias aquecidas 

(Metropolis coupling) para assegurar mais ainda que as distribuições obtidas reflitam uma ampla 

amostragem e produza uma distribuição estacionária (Geyer 1992). Cada marcador molecular foi 

designado segundo uma escala: 1.0 para autossomos e 0.25 para mtDNA. Por final, o programa 

foi rodado com 10.000.000 de passos para que os menores valores de ESS (effective sample size - 

Hey and Nielsen 2004) de cada parâmetro fossem superiores a 200. Os picos das distribuições 

resultantes foram tomados como estimativas dos parâmetros (Nielsen and Wakeley 2001). Para 

intervalos de credibilidade, nós adotamos para cada parâmetro o intervalo de 90% das maiores 
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densidades a posteriori - HPD (highest posterior densities), os quais são os limites que incluem 

90% da confiabilidade da probabilidade a posteriori dos parâmetros. Como forma de facilitar o 

processo de interpretação dos parâmetros que apresentaram resultados confiáveis, nós 

convertemos as estimativas para unidades de mais fácil análise, segundo o sugerido para o 

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

Resultados   

A identificação de cada exemplar e de seu número de depósito no GenBank é apresentado 

na Tabela 1. Os quatro segmentos seqüenciados totalizaram 2.615 pares de bases, dos quais 

1.750 são de marcadores mitocondriais e 865 pertencem ao segmento nuclear I7BF (Tabela 2). 

Não foi encontrado nenhum indício de que os segmentos mitocondriais aqui obtidos fossem 

cópias nucleares de segmentos do genoma mitocondrial de aves - NUMTs (Quinn 1997, Rêgo et 

al. 2010). A composição nucleotídica das seqüências mitocondriais das espécies mostraram-se 

bastante similares, com uma maior presença das bases adenina e citosina, e menor de guanina, o 

que corrobora com o descrito para segmentos mitocondriais em aves (Baker and Marshall 1997, 

Haring et al. 2001, Ruokonen and Kvist 2002). A grande maioria das mudanças ocorridas nos 

segmentos mitocondriais foi do tipo transição. Já no segmento nuclear I7BF houve equilíbrio 

entre os tipos de mudanças ocorridas (ts/tv = 1.5), sendo a sua composição de bases composta 

principalmente por conteúdo AT (64%). 

Os níveis de diversidade genética analisadas para os quatro segmentos são apresentados 

detalhadamente na Tabela 2. De uma forma geral, quando comparado os valores encontrados 

para cada espécie (intraespecíficos), os resultados mostraram que as duas possuem perfis de 
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variabilidade genética similares para todos os marcadores. Em todos os parâmetros, a espécie A. 

galeata apresentou valores levemente superiores aos encontrados para A. bokermanni, com 

exceção dos relatados para o fragmento do CytB (Tabela 2). 

Quando comparado os níveis de diversidade genética para estimar a divergência entre as 

populações das duas espécies, os resultados mostraram que a variação molecular dentro do 

gênero (interespecífica) é muito similar a encontrada dentro de cada espécie (intraespecífica), 

chegando em alguns marcadores a ser até menor. Em todos os marcadores, mitocondrial ou 

nuclear, resultados similares apontaram para uma diferenciação incompleta entre as duas espécies 

(Tabela 2). Através da construção de redes de haplótipos para cada marcador (Figura 2), pôde-se 

constatar que a maioria dos haplótipos de alta freqüência apareceram compartilhados entre as 

duas espécies, em todos os marcadores. Foram também observados haplótipos únicos para cada 

espécie, mas a maioria com baixa freqüência e em pequeno número.  

Os resultados do índice de fixação (FST) e da AMOVA (Tabela 3) mostraram que as duas 

populações apresentam indícios de diferenciação. Apesar de grande parte da variação observada 

nos quatro marcadores se encontrar entre todos os indivíduos e não separada nas espécies 

(populações), os índices de fixação para três marcadores (exceto do CytB) mostraram valores que 

sugerem diferenciação entre as duas populações (p<0.05), mesmo com a grande similaridade 

genética e o compartilhamento de haplótipos. 

Com relação aos resultados dos parâmetros estimados pelo método de coalescência no 

IM, dentre as distribuições obtidas (Figura 3), somente o ABO e o AGA apresentaram 

distribuições a posteriori fortemente unimodais e similares (Figura 3a e 3b, respectivamente). Já 

o ANC (Figura 3c) apresentou uma distribuição no qual os valores não tenderam ao zero, 

impossibilitando realizar inferências a respeito do tamanho efetivo da população ancestral, em 

conseqüência de não se poder determinar o intervalo de confiança. Entretanto, se o mesmo for 
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levado em consideração, observa-se que houve um aumento no Ne a partir da população 

ancestral. O gráfico da Figura 3d une as distribuições obtidas para as estimativas dos , 

permitindo uma comparação visual dos valores. A distribuição para o parâmetro de migração m 

(Figura 3e) mostrou valores máximos iguais a zero em ambas as direções (m1 = migração da 

população de A. galeata para A. bokermanni; m2 = migração da população de A. bokermanni para 

A. galeata), evidenciando não haver contribuição de migrantes entre as duas espécies. Da mesma 

forma que o valor de ANC, o gráfico com a distribuição da probabilidade a posteriori do tempo 

de divergência entre as duas populações (Figura 3f) apresentou-se de forma a não tocar o eixo do 

x, impossibilitando realizar de forma estatisticamente confiável a transformação para estimativa 

de separação em unidade de anos.   

Discussão   

Diversidade genética no gênero Antilophia.-Mesmo apresentando coloração de plumagem 

distintas nos machos adultos, as duas espécies do gênero Antilophia compartilham mais 

semelhanças do que diferenças, principalmente no que diz respeito a dados morfométricos, 

comportamentais e reprodutivos (Marini and Cavalcanti 1993, Marini et al. 1997, AQUASIS 

2006). De forma similar, nós encontramos perfis genéticos semelhantes entre as espécies de 

Antilophia, apesar de outras análises mostrarem que as populações de ambas já se encontram em 

processo de diferenciação (FST e parâmetro de migração m). Inicialmente pensávamos encontrar 

índices de diversidade que pudessem distinguir A. bokermanni de A. galeata, onde as duas 

apresentariam também valores destoantes de variabilidade devido ao status de conservação atual 

em que cada uma se encontra. Contudo, marcadores com diferentes taxas evolutivas e de 

diferentes origens (mitocondrial e nuclear) mostraram valores semelhantes para as duas espécies, 
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revelando também que a divergência que separa as duas populações (interespecífica) chega a ser 

em alguns marcadores menor do que a divergência populacional (intraespecífica). 

Os valores das estimativas de máxima-verossimilhança (MLE) e intervalos de 90% das 

maiores densidades a posteriori (HPD) dos parâmetros demográficos obtidos entre A. 

bokermanni e A. galeata são mostrados na Tabela 4, onde nenhuma conversão dos valores dos 

parâmetros foi realizada para obtenção de estimativas em unidades de fácil interpretação. Os 

valores de MLE de ABO e o AGA bastante similares apontam para um valor próximo de tamanho 

efetivo (Ne) entre as espécies, mas que provavelmente é um artefato de uma recente separação 

com incompleta separação de linhagens dos marcadores. Com o ANC e também com a 

probabilidade a posteriori do tempo de separação das populações, os valores encontrados para o 

HPD 90% apontaram para uma ausência credibilidade estatística, impossibilitando o uso do valor 

MLE para conversão. Para os parâmetros de migração (m1 e m2), como os valores de MLE de 

ambos correspondem a zero, nós rejeitamos a hipótese da existência de indivíduos migrantes em 

ambos os sentidos, não havendo necessidade de cálculo de taxa de migrantes populacionais. Este 

último parâmetro além de completar os dados do índice de fixação, que evidencia uma 

diferenciação genética já presente entre as duas espécies, são também apoiados pela distância 

geográfica que separa as duas populações.  

Todos estes resultados, somados a rede de haplótipos, nos reportaram a um novo cenário 

para a compreensão da história evolutiva e da diversidade populacional, principalmente da 

espécie A. bokermanni. Embora morfologicamente as duas espécies sejam diagnosticáveis, 

filogeneticamente as mesmas ainda apresentam mistura (intermixed) de haplótipos para os 

marcadores analisados, não podendo ser chamados de ramos monofiléticos. Isto coincide 

possivelmente com o que Omland e colaboradores (2006) denominaram de “estágios de 

divergência”, onde duas populações isoladas passariam por uma série de estágios de 
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diferenciação até que se tornem espécies válidas com perfis moleculares bem definidos. No 

presente caso, achamos que o evento de cladogênese que originou as duas populações foi muito 

recente, não tendo havido tempo suficiente para uma completa distinção das linhagens dos 

marcadores moleculares utilizados.   

Embora os resultados mostrem que o tempo de separação entre A. bokermanni e A. 

galeata não tenha sido suficiente para resultar em monofilia recíproca das duas, os valores do 

índice de fixação e da análise de taxa de migrantes obtidos com os dados moleculares são fortes 

evidências do processo de especiação em andamento. Essas informações somadas a aspectos 

biológicos e ecológicos (Coelho and Silva, 1998), como diferenciação do fenótipo e isolamento 

geográfico, reforçam a tese que ambas já estão seguindo caminhos evolutivos independentes e 

que devem continuar sendo considerados táxons válidos, apesar de geneticamente ainda 

compartilharem haplótipos devido a separação incompleta de linhagens.   

No contexto de análise da diferenciação das duas espécies de Antilophia, a aplicação do 

conceito de espécie é um ponto crítico, uma vez que pode interferir diretamente no processo de 

conservação das espécies estudadas. Dependendo da definição a ser adotada, o gênero Antilophia 

pode ou não conter duas espécies válidas. Na ornitologia, dois conceitos de espécies têm sido 

mais amplamente utilizados (o biológico e o filogenético), apesar de ambos apresentarem 

conflitos de definição e serem extremamente polarizados (Aleixo 2007). Contudo, dentro de uma 

nova perspectiva, surgiu o conceito filético geral de espécie (CFGE) (de Queiroz 1998), como 

uma síntese de diferentes conceitos, e adotando critérios ao invés de conceitos para definição de 

espécie, onde o componente temporal passou a ocupar um importante papel no seu entendimento 

(Aleixo 2007). Aqui preferimos adotar o CFGE na avaliação das duas espécies de Antilophia. 

Mesmo sabendo que o critério de monofilia para dados moleculares não se aplicou entre as duas 

espécies, a avaliação da diagnose por outros caracteres (plumagem, vocal) e a importância dada 
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para a atual ausência do fluxo gênico, nos faz aceitar que ambas são segmentos de linhagens 

evolutivas de nível populacional separadas por um evento de cladogênese, no qual o fator 

temporal ainda não permitiu a completa distinção em alguns marcadores moleculares.    

Passando para uma análise comparativa dos valores de diversidade genética encontrados 

em Antilophia com outros estudos, algumas considerações devem ser feitas. O caso de A. 

bokermanni pode ser considerado atípico, uma vez que sua população ainda engloba grande parte 

da variabilidade também encontrada em sua espécie-irmã, mesmo estando em situação de 

reduzido número populacional e restrita área de ocorrência. Assim, mesmo estando na lista das 

espécies mais ameaçadas do planeta (IUCN 2008), A. bokermanni possui um nível moderado de 

diversidade, sendo bem mais elevado quando comparado ao de outras espécies ameaçadas 

(Questiau et al. 1998, Groombridge et al. 2000, Asai et al. 2006, Lopes et al. 2007).    

Tanto no que diz respeito aos níveis de variabilidade, quanto no cálculo do Ne, cuidados 

especiais devem haver no momento das interpretações desses dados para A. bokermanni. Apesar 

de possuir níveis de variabilidade considerados bons para uma espécie ameaçada, uma população 

com as características desta ave sempre estará mais susceptível a processo de perda de potencial 

evolutivo, devido a processos como deriva genética, endogamia e principalmente pela ação 

antrópica. Assim, efeitos deletérios de uma pequena população restrita a uma limitada área de 

ocorrência com problemas de perda de habitat devem estar constantemente sendo monitorados. 

Manter os níveis de diversidade genética é uma das medidas necessárias para garantir a 

capacidade de perpetuação desta ave, sendo fortemente sugerido para o seu plano de conservação. 

Quanto ao cálculo do tamanho efetivo populacional de A. bokermanni através de dados 

moleculares, tal variante está sobre influência direta do processo incompleto de linhagens. 

Consequentemente, o Ne obtido será referente ao “pool” gênico de ambas as espécies, uma vez 

que A. bokermanni compartilha os níveis de diversidade de A. galeata. 
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Separação Incompleta de Linhagens em Antilophia.-Em algumas circunstâncias, a 

separação incompleta de linhagens pode ser confundida com eventos de introgressão 

mitocondrial (Morando et al. 2004, McGuire et al. 2007). Contudo, essa dúvida pôde ser 

eliminada utilizando concomitantemente marcadores nucleares, assim como pela alta 

probabilidade deste processo ocorrer em especiações recentes, onde a bifurcação da árvore gênica 

acontece antes do evento de separação das espécies (Avise 2000, Takahashi et al. 2001). Quando 

presente em estudos moleculares, o incomplete lineage sorting pode confundir inferências 

filogenéticas e estudos populacionais (Leaché and McGuire 2006, McGuire et al. 2007), 

dificultando o processo de identificação de táxons válidos. Contudo, se os sinais deste processo 

são reconhecidos, sua ocorrência pode proporcionar informações de eventos evolucionários que 

não poderiam ser detectados com outros dados (McGuire et al. 2007).   

A utilização de marcadores mitocondriais e nuclear permitiu a confirmação do fenômeno 

de incomplete lineage sorting no gênero Antilophia, em despeito de seu perfil fenotípico e de sua 

distribuição geográfica distinta. As redes de haplótipos encontradas para os quatro marcadores 

também apóiam o processo de separação incompleta dos mesmos, reforçando a hipótese de 

recente separação, na escala de tempo evolutivo. Esse compartilhamento de haplótipos 

impossibilitou a determinação da estimativa do tempo de separação entre as espécies através do 

cálculo da probabilidade a posteriori do parâmetro t no programa IM, uma vez que a distribuição 

encontrada (Figura 3f) não apresentou base estatística para sua aplicação.  

No caso apresentado neste trabalho, todos os marcadores moleculares mostraram o 

mesmo perfil, apesar de suas diferentes taxas evolutivas. Desta forma, outro aspecto importante é 

ressaltado ao tentar mostrar que este perfil de semelhança molecular é o resultado de um processo 

de separação recente. Segundo a definição de espécie aqui adotada (CFGE - de Queiroz 1998), 

estas espécies estariam passando por um segundo momento temporal no processo de especiação 
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(denominado T2), no qual várias gerações já se passaram após a cladogênese, as duas populações 

já fixaram diferenças em alguns caracteres e o fluxo genético pode estar interrompido (Aleixo 

2007). Neste momento também é possível que ainda exista compatibilidade reprodutiva 

(invalidando o conceito de espécie biológica - Mayr 1982) e sendo filogeneticamente muito 

próximas, o que no presente caso mostra ainda uma monofilia incompleta (rejeitando o conceito 

de espécie filogenética - Cracraft 1983).   

Cenário Biogeográfico.-A distribuição atual de A. galeata e A. bokermanni (Figura 1a) 

mostram algumas peculiaridades em comum, apesar de estarem inseridas em biomas distintos. 

Em ambas as espécies observa-se uma forte dependência a ambientes de floresta ou mata, com a 

presença obrigatória de fontes de água corrente (AQUASIS 2006). No caso de A. galeata, mesmo 

estando distribuída somente no bioma Cerrado que se caracteriza por ser predominantemente 

áreas de savanas tropicais, sua ocorrência limita-se as matas ciliares junto à córregos. De forma 

similiar, mas localizada dentro do bioma Caatinga que se caracteriza por ser um ambiente mais 

seco com vegetação predominantemente xerófila, encontra-se A. bokermanni na encosta de uma 

chapada. Seu habitat, diferentemente do que acontece nas áreas de caatinga, é formado por uma 

vegetação de mata úmida remanescente na encosta, mantida por conta da dinâmica 

hidrogeológica da Chapada do Araripe, que favorece o aparecimento de nascentes em sua porção 

norte-oriental (AQUASIS 2006).  

Trabalhos relacionados à biogeografia dos biomas de ocorrência das duas espécies ainda 

são escassos, apesar de serem reconhecidas como importantes áreas sul-americanas de 

endemismo de diversos grupos de organismos (Cracraft 1985, Haffer 1985, Sampaio 1995, Stotz 

et al. 1996, Pennington et al. 2000, Olmos et al. 2005). Flutuações climáticas-vegetacionais do 

Período Quaternário teriam possibilitado o aumento da biodiversidade, principalmente no 

Cerrado, através do intercâmbio entre biomas adjacentes (Silva 1995). Espécies amazônicas e 
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atlânticas teriam expandido seus territórios para o Cerrado durante os períodos úmidos, seguindo 

a expansão das matas de galeria (Silva 1995), enquanto que espécies da Caatinga e Chacos teriam 

colonizado o Cerrado durante períodos secos do Quaternário (Pennington et al. 2000). Mas foi o 

trabalho de padrões biogeográficos do bioma Cerrado realizado por Silva and Bates (2002), que 

possibilitou um maior entendimento do assunto para diversos grupos de organismos, mas tendo 

como foco principal as aves. Através de estudos com espécies endêmicas que possuíssem 

espécies-irmãs em outros biomas, como foi o caso do gênero Antilophia, avaliou-se a relação 

entre seu ambiente vegetacional ocupado (florestal ou não florestal) e tempo de evolução dos 

grupos (neoendêmicas – sugiram antes da transição Plioceno-Pleistoceno; ou paleoendêmicas - 

originardas antes deste período). Como resultado, observou-se que a maior parte das espécies 

florestais (caso da Antilophia) eram neoendêmicas, apoiando a hipótese de Cole (1986) que 

sugere que dentro do Cerrado, a vegetação de savana é mais velha que a floresta, baseando-se em 

informações geomorfológicas (Silva and Bates 2002). Segundo estes mesmos autores, existiu em 

algum momento da história geológica da Terra, uma conectividade entre o Cerrado e savanas ao 

Norte da América do Sul devido a similaridade biótica. Neste cenário, as savanas sul-americanas 

teriam seus territórios expandidos e retraídos durante ciclos climáticos do Quaternário, sendo este 

um dos mais importantes fatores que direcionou os processos de especiação.   

Fazendo associação das informações descritas para o Cerrado com o ambiente onde se 

encontra A. bokermanni, ressalta-se duas informações que permitem hipotetizar uma antiga 

conectividade. O primeiro vem do fato de que no alto da Chapada do Araripe - CE, a estrutura 

vegetacional predominante é o denominado Cerradão, uma variação fisionômica e de composição 

do Cerrado (Eiten 1972, Ribeiro and Walter 1998), que caracteriza-se por possuir uma densidade 

maior de árvores altas, com o dossel completamente fechado. Outro ponto reside nas hipóteses de 

conectividade entre as áreas de savana na América do Sul (Silva and Bates 2002). Dentre as três 
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hipóteses avaliadas pelos autores, a de um Corredor Costeiro (pelo litoral) foi o que apresentou 

maior número de evidências através do legado deixado pelo padrão de distribuição de alguns 

gêneros de aves.  

Assim, durante eventos paleoclimáticos-vegetacionais ocorridos no Quaternário, os 

períodos secos teriam permitido o avanço do Cerrado, com provável expansão também das matas 

de galeria. Em algum momento deste período, a população ancestral das duas espécies de 

Antilophia teria ocupado uma extensão bem maior do que a atual, englobando inclusive áreas 

onde se encontra a encosta da Chapada do Araripe. Então, após o último evento de retração do 

Cerrado, uma separação física, recente na escala de tempo geológica, teria isolado uma população 

às matas de encosta. Uma população que mesmo isolada a uma restrita área e com um pequeno 

tamanho populacional, aparentemente não sofreu processos de perda de variabilidade genética, 

como os provocados por gargalos-de-garrafa (bottleneck) ou efeito-fundador. O aparecimento de 

um fenótipo distinto deve ter ocorrido em um segundo momento após o evento de cladogênese, 

onde por conta da peculiaridade de uma seleção sexual atuante na espécie e também devido ao 

reduzido tamanho populacional, possibilitou a fixação de um novo caráter morfológico 

expressado nos machos adultos.  

A tentativa de se estimar o tempo de separação das duas populações através do cálculo da 

probabilidade a posteriori do parâmetro t foi impossibilitada por falta de suporte estatístico. Por 

não termos uma garantia nos valores de HDL 90%, o valor encontrado de MLE não se tornou 

confiável. Contudo, análises preliminares utilizando somente marcadores CytB e I7BF (dados 

não apresentados) apontaram para uma separação entre 45 a 70 mil anos atrás. Esses valores 

apontam para uma separação ocorrida no Pleistoceno Superior. Segundo dados palinológicos e 

palioclimáticos disponíveis, um período de seca teriam acontecido anteriormente a 60.000 anos 

para a região central do Brasil (Ledru et al. 1996), que coincide com evidências no testemunho de 
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gelo Vostok (Antártida) que apontam para um período de frio e com baixos teores de CO2 

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

número de acesso do GenBank para os quatro segmentos analisados.    

Espécie (número de 
amostras) 

Código de 
Identificação

 
Cyt-B 16S ND6/ CR/12S I7BF 

A. bokermanni (n = 20)      

 
AboCCA01 XXXX XXXX GQ849233** XXXX  
AboCLU03 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboCLU05 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboCPI03 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboCPI04 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboBME01 XXXX XXXX GQ849237** XXXX  
AboBME02 XXXX XXXX GQ849238** XXXX  
AboBCE02 XXXX XXXX GQ849240** XXXX  
AboBFA01 XXXX XXXX GQ849241** XXXX  
AboBFA02 XXXX XXXX GQ849242** XXXX  
AboBRM01 XXXX XXXX GQ849244** XXXX  
AboBSR02 XXXX XXXX GQ849247** XXXX  
AboBSR03 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboBSR04 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboBCR01 XXXX XXXX XXXX XXXX  
AboMHE02 XXXX XXXX GQ849251** XXXX  
AboMFU01 XXXX XXXX GQ849252** XXXX  
AboMFU02 XXXX XXXX GQ849253** XXXX  
AboMFU03 XXXX XXXX GQ849254** XXXX  
AboMFU04 XXXX XXXX XXXX XXXX 

A. galeata (n = 20)       
Aga39 EF633389* EF633343* GQ849259** XXXX  
Aga40 XXXX XXXX GQ849260** XXXX  
Aga41 EF633390* EF633344* GQ849261** XXXX  
Aga42 XXXX XXXX GQ849262** XXXX  
Aga43 XXXX XXXX GQ849263** XXXX  
Aga78 XXXX XXXX GQ849265** XXXX  
Aga131 XXXX XXXX GQ849266** XXXX  
Aga134 XXXX XXXX GQ849267** XXXX  
Aga410 XXXX XXXX GQ849268** XXXX  
Aga454 XXXX XXXX GQ849269** XXXX  
Aga519 XXXX XXXX GQ849270** XXXX  
Aga545 XXXX XXXX GQ849271** XXXX  
Aga621 XXXX XXXX GQ849272** XXXX  
Aga639 XXXX XXXX GQ849273** XXXX  
Aga761 XXXX XXXX GQ849274** XXXX  
Aga795 XXXX XXXX GQ849275** XXXX  
Aga822 XXXX XXXX GQ849276** XXXX  
Aga906 XXXX XXXX GQ849277** XXXX  
Aga1010 XXXX XXXX GQ849278** XXXX  
Aga1130 XXXX XXXX XXXX XXXX 

* Seqüências obtidas do trabalho de Rêgo e colaboradores (2007) 
** Seqüências obtidas do trabalho de Rêgo e colaboradores (2010).
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Tabela 2. Valores dos índices de diversidade genética para os quatro fragmentos analisados, dentro de 

cada espécie e entre as espécies do gênero Antilophia.  

Índice / Marcador Molecular  A. bokermanni A. galeata A. bokermanni                      

X A. galeata 

Sítios variáveis / total    

16S 2 / 517 4 / 517 4 / 517 

CytB 7 / 425 7 / 425 8 / 425 

ND6/ CR/12S 8 / 788 10 / 788 12 / 788 

I7BF 6 / 865 9 / 865 12 / 865 

Número médio de diferenças    

16S 0.984 + 0.591 1.847 + 0.891 1.536 + 0.638 

CytB 2.758 + 1.524 1.754 + 1.061 2.311 + 1.292 

ND6/ CR/12S 3.416 + 1.145 3.816 + 1.172 3.930 + 1.244 

I7BF 1.184 + 0.586 1.932 + 0.762 1.820 +

 

0.740 

Diversidade nucleotídica    

16S 0.0019 + 0.0008 0.0036 + 0.0019 0.0030 + 0.0013 

CytB 0.0065 + 0.0040 0.0041 + 0.0028 0.0054 + 0.0034 

ND6/ CR/12S 0.0043 + 0.0025 0.0049 + 0.0031 0.0048 + 0.0028 

I7BF 0.0013 + 0.0009 0.0022 + 0.0013 0.0020 + 0.0011 

Número de haplótipos    

16S 4 8 9 

CytB 6 6 9 

ND6/ CR/12S 7 7 13 

I7BF 5 8 11 

Diversidade haplotípica    

16S 0.626 + 0.097 0.805 + 0.051 0.778 + 0.038 

CytB 0.842 + 0.039 0.811 + 0.047 0.871 + 0.020 

ND6/ CR/12S 0.768 + 0.080 0.868 + 0.032 0.865 + 0.040 

I7BF 0.695 + 0.070 0.863 + 0.048 0.819 + 0.039 
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Tabela 3. Análise de Variação Molecular (AMOVA) e Índice de Fixação (FST) com as populações das duas espécies do gênero Antilophia, para os quatro 

marcadores seqüenciados.   

CytB 16S ND6/ CR/12S I7BF 

Fonte da Variação % de Variação FST % de Variação FST % de Variação FST % de Variação FST 

Entre Populações 4.64 0.04640 * 14.19 0.1419 ** 7.70 0.07701 ** 14.40 0.14401 **

 

Dentro da População 95.36  85.81  92.30  85.60  

* Valor não-significante (p > 0.05) 
** Valor significante (p < 0.05)                 
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Tabela 4. Estimativas de máxima-verossimilhança (MLE) e intervalos de 90% das maiores densidades a posteriori (HPD) dos parâmetros demográficos 

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

A. bokermanni  X A. galeata ABO AGA ANC m1 m2 t 

MLE 4.8022 5.1002 0.7908 0.0050a 0.0050a 1.3150 

HPD 90% 2.4188 – 8.8823 2.7392 – 9.3866 0.0115? – 21.2144? 0.0050 – 3.0805

 

0.0050 – 2.5550 0.3250? – 9.0450? 

a  Os valores de estimativa de m1 e m2 apresentam-se no menor limite de resolução, correspondendo ao primeiro ponto na escala de probabilidade, sendo 
igual a zero. 
? Distribuições onde os intervalos de confiabilidade não podem ser confirmados devido aos valores não tocarem o eixo X no gráfico de probabilidade a 
posteriori.  
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Legenda das Figuras  

Fig 1. Área de ocorrência de A. bokermanni e A. galeata. (a) Posicionamento dos dois 

pontos de obtenção de amostras A. galeata (estrelas) dentro de sua área de ocorrência. 

(b) Posicionamento da área de ocorrência de A. bokermanni dentro na Chapada do 

Araripe - CE. (c) Imagem detalhada da extensão das matas de encosta que 

correspondem à área de distribuição de A. bokermanni, onde foram realizadas as 

coletas de amostras (modificada de Rêgo et al. 2010 - prelo).  

Fig 2. Rede de haplótipos encontrado entre A. bokermanni e A galeata para os quatro 

marcadores: (a) 16S; (b) CytB; (c) ND6/ CR/12S; (d) I7BF. Os haplótipos são 

representados por círculos, sendo o seu tamanho proporcional à sua freqüência. Cor 

branca corresponde a amostras de A. bokermanni e cor preta a amostras de A. galeata. 

Os traços representam uma única mutação, com exceção dos mais longos que 

possuem o número correspondente de mutações. Os símbolos “mv” correspondem a 

vetores medianos que representam haplótipos não amostrados.  

Fig 3. Distribuição da probabilidade a posteriori dos parâmetros estimados a partir do 

IM, utilizando os quatro marcadores populações com escala para taxa mutacional 

neutra. (a) ABO, (b) AGA e (c) ANC correspondem aos tamanhos efetivos de A. 

bokermanni, de A. galeata e da população ancestral, respectivamente; (d) são os três 

parâmetros anteriormente descritos juntos em um único gráfico; (e) m1 e m2 

representam a escala do número efetivo de migrantes por geração entre as populações; 

(f) t é a escala de tempo de divergência das populações.    
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CAPÍTULO 3 
___________________________________________________________________________    

VARIABILIDADE DO GENE RECEPTOR DA MELANOCORTINA-1 (MC1R) NÃO 

EXPLICA DIFERENÇAS NO PADRÃO DE PLUMAGEM ENTRE Antilophia 

bokermanni E Antilophia galeata    

Péricles S. Rêgo, Juliana Araripe, Weber A. G. Silva, Fernando M. d`Horta, Iracilda Sampaio 

& Horacio Schneider             
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Resumo 

A grande variedade de cores e padrões de plumagens das aves representa um 

importante mecanismo no processo de especiação deste grupo. Atualmente, sabe-se que parte 

da variação de cor da plumagem dentro e entre espécies possui um forte componente genético. 

Neste contexto, o gene receptor melanocortina-1 (MC1R) tem sido o marcador gênico mais 

testado devido ao seu reconhecido papel nos padrões melânicos de plumagem. Estudos com 

diferentes espécies de aves selvagens têm mostrado pontos de associações entre mudanças 

não-sinônimas no gene MC1R e a presença de variações melânicas. O gênero Antilophia 

pertencente à família dos piprídeos é formado apenas por duas espécies de aves: A. galeata e 

A. bokermanni. A principal diferença morfológica entre estas duas espécies está na coloração 

da plumagem dos machos adultos, sendo a primeira predominantemente de cor preta, 

enquanto que a última a cor branca é dominante. Neste trabalho nós objetivamos conhecer o 

processo de evolução do principal caráter que distingui as duas espécies do gênero Antilophia, 

investigando a possibilidade de associar mutações existentes no marcador MC1R com os dois 

diferentes padrões de plumagem encontrados neste gênero. Foram analisadas cerca de 700 

pares de bases do fragmento do gene MC1R em representantes das duas espécies e 

comparadas as variações nucleotídicas observadas. Os resultados mostraram seis pontos de 

variação, resultando em sete haplótipos distintos, mas que não obedeceram a um padrão de 

distinção entre as duas espécies quando associado a plumagem de ambas. Cinco substituições 

foram não-sinônimas entre os sítios analisados, mas não refletiram mudanças nos fenótipos, 

levando-nos a concluir que no gênero Antilophia, outro mecanismo de controle da expressão 

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

Palavras-chave: Antilophia, MC1R, plumagem, variação genética. 
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A grande variedade de cores e padrões de plumagens das aves tem sempre atraído à 

atenção de pesquisadores em diversas áreas da biologia, em especial na ecologia e evolução. 

A coloração da plumagem pode estar relacionada à seleção natural e sexual, diferenciação 

geográfica, evolução de polimorfismo, representando desta forma um importante mecanismo 

na especiação de aves (Price 1998, Mundy 2005). Espécies proximamente relacionadas 

podem diferir grandemente neste caráter (Omland and Lanyon 2000), sugerindo uma 

evolução mais rápida do que em outros traços morfológicos. Sabe-se que parte da variação de 

cor da plumagem dentro e entre espécies possui um forte componente genético (Mundy 

2005), porém, o entendimento do mecanismo genético envolvido ainda permanece pouco 

conhecido, principalmente para espécies selvagens. Grande parte do conhecimento genético a 

respeito da pigmentação das penas em aves tem sido realizada com galinhas (Takeuchi et al. 

1996a, Takeuchi et al. 1996b). 

Somente após alguns anos do advento da tecnologia do DNA recombinante foi que 

alguns grupos de pesquisa começaram a explorar as adaptações fenotípicas ocorridas na 

natureza em organismos não-modelos. Dentre os padrões de coloração observados em aves, o 

polimorfismo de plumagem melânica é encontrado de forma independente em algumas 

famílias (Le Corre 1999, Baião et al. 2007), sendo similarmente relatado em outros grupos de 

vertebrados, como mamíferos e répteis (Andersson 2003, Eizirik et al. 2003, Hoekstra et al. 

2004, Rosenblum et al. 2004). O melanismo em aves tem sido relacionado com várias funções 

ecológicas adaptativas, incluindo proteção física, proteção contra parasitas, camuflagem e 

uma variedade de sinalizações visuais (Mundy 2005). 

Neste contexto, o gene receptor melanocortina-1 (MC1R) tem sido o marcador gênico 

mais testado devido ao seu reconhecido papel nos padrões melânicos de plumagem (Takeuchi 

et al. 1996b, Kerje et al. 2003), bem como na pelagem de outros vertebrados (Andersson 

2003, Eizirik et al. 2003, Hoekstra et al. 2004). Este é responsável pela codificação da 
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proteína MC1R, a qual é expressa nos melanócitos das penas e pêlos em desenvolvimento, 

realizando um importante papel no controle da síntese de melanina (Cone et al. 1996, Jackson 

1997). A proteína MC1R é uma proteína-G receptora com sete domínios transmembrânicos, a 

qual é ativada pelo hormônio estimulador de melanócitos (MSH). A alta atividade da proteína 

MC1R aumenta a produção de eumelanina (responsável pela cor preta ou marrom), enquanto 

que sua baixa atividade estimula a produção de pheomelanina (responsável pela cor amarela 

ou vermelha) (García-Barrón et al. 2005). Mutações no gene da MC1R causando um aumento 

na atividade receptora são dominantes e associados com coloração preta, enquanto mutações 

provocando perda de função são recessivas e associadas com fenótipos amarelos ou 

vermelhos (Kerje et al. 2003). Em aves, o MC1R foi primeiro clonado em galinhas (Takeuchi 

et al. 1996a) e posteriormente, um ponto de substituição não-sinônima no gene foi encontrado 

e associado com o melanismo em exemplares desta espécie (Takeuchi et al. 1996b). 

O primeiro caso de variação no gene MC1R associada com melanismo em uma ave 

selvagem foi relatado para um pequeno pássaro tropical, Coereba flaveola (Theron et al. 

2001). Esta espécie possui dois morfotipos baseados na coloração predominante da plumagem 

(preto e amarelo), tendo sido encontrado uma perfeita associação entre uma variação 

provocada por uma mutação não-sinônima no gene da MC1R e as duas variações fenotípicas. 

Posteriormente, outros trabalhos com aves selvagens encontraram outros pontos de 

associações entre mudanças não-sinônimas na MC1R e a presença de variações melânicas 

(Mundy et al. 2004, Doucet et al. 2004, Baião et al. 2007). Neste contexto, também já foram 

relatados casos em que mais de um ponto de mutação pode ser relacionado aos padrões de 

coloração fenotípicos, podendo a mutação ocorrer no mesmo sítio e ao mesmo tempo em 

espécies de aves não relacionadas (Baião et al. 2007). Contudo, nos últimos anos um número 

crescente de trabalhos tem mostrado que nem sempre variações da seqüência da MC1R podem 

ser associadas a padrões de coloração distintos em aves (MacDougall-Shackleton et al. 2003; 
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Cheviron et al. 2006, Haas et al. 2009), devendo haver outras regiões gênicas ou mecanismos 

de regulação envolvidos com esta característica.  

O gênero Antilophia (Reichenbach 1850) pertence à família dos manakins (Pipridae, 

Passeriformes), formada por pássaros neotropicais que se destacam por seus comportamentos 

de exibição no período reprodutivo e pela variedade de cores de suas plumagens, 

principalmente nos machos (Ridgely and Tudor 1994, del Hoyo et al. 2004). Este gênero é 

formado apenas por duas espécies: Antilophia galeata (Lichtenstein, 1823) e Antilophia 

bokermanni (Coelho and Silva 1998), cuja principal diferença que distingue as duas está na 

coloração da plumagem dos machos adultos, sendo A. galeata predominantemente de cor 

preta, enquanto que A. bokermanni apresenta a cor branca dominante (Coelho and Silva 1998) 

(Figura 1). A distribuição atual das duas espécies é do tipo alopátrica, onde o ponto mais 

próximo dista cerca de 300 km (Figura 2), diminuindo as chances de contatos secundários 

entre ambas. Em diversas outras características, as duas espécies são bastante similares 

(vocalização, dimensões morfométricas, comportamentos reprodutivos) (Marini and 

Cavalcanti 1993, Marini et al. 1997, Coelho and Silva 1998, AQUASIS 2006). Mais 

recentemente, análises de diversidade molecular utilizando um marcador mitocondrial 

mostraram que o perfil genético de ambas as espécies de Antilophia são muito parecidos, não 

tendo sido possível a distinção entre as duas (Rêgo et al. 2010). Segundo estes autores, a 

mistura de haplótipos observada entre as espécies seria um artefato de uma separação 

incompleta de linhagens por conta de um recente processo de especiação.  

Assim, com o intuito de melhor conhecer o processo de evolução do principal caráter 

que distingui as duas espécies do gênero Antilophia, nós avaliamos o nível de diferenciação 

genética encontrada nas seqüências do gene MC1R para ambas as espécies, investigando a 

possibilidade de associar as mutações existentes neste marcador com os dois diferentes 

padrões de plumagem encontrados neste gênero. Buscamos também verificar se o padrão de 
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variabilidade e diferenciação encontrado para este marcador coincide ou não com o já descrito 

para marcadores mitocondriais e nucleares entre as duas espécies.  

Materiais e Métodos  

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

realizadas, na porção nordeste da Chapada do Araripe no Estado do Ceará – Brasil (lat -

7.304974 / lon -39.302090) (Figura 2). Os exemplares foram capturados com o uso de redes 

de neblina e amostras de sangue ou bulbo de penas foram coletadas e acondicionadas em 

álcool 70% (Licença no 027/2005 - IBAMA). Amostras da espécie-irmã A. galeata 

provenientes de São Carlos (lat -22.014303 / lon -47.891112) no Estado brasileiro de São 

Paulo (n=9) e de Brasília (lat -15.776605 / lon -47.928118) (n=5) no Distrito Federal foram 

obtidas através de intercâmbio com pesquisadores da Universidade Federal de São Carlos 

(UFSCar) e da Universidade de Brasília (UnB), respectivamente (Figura 2).  

Extração do DNA, Amplificação por PCR e Sequenciamento.-As amostras receberam 

identificação de tombamento segundo critérios adotados pelo Laboratório de Genética e 

Biologia Molecular (LGMB) - UFPA, sendo acondicionadas em freezers até o momento de 

seu uso. O material genético (DNA) foi extraído através de digestão com ribonuclease por 1 

hora a 37 oC, seguido da adição de proteinase K por 2-4 horas (ou “overnight”) a 55 oC. O 

produto foi então tratado com lavagens de fenol-clorofórmio e precipitação com isopropanol 

(Sambrook et al. 1989). 

Para obtenção de parte do gene MC1R, reações de PCR para cada exemplar foram 

realizadas utilizando os seguintes primers descritos por Cheviron e colaboradores (2006): 

lcorMSHR9 (5’ - CTG GCT CCG GAA GGC RTA GAT - 3’) e lcorMSHR72 (5’ – AYG 

CCA GYG AGG GCA ACC A - 3’). Este fragmento-alvo corresponde às bases entre 70-880 
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do gene MC1R de galinha (Kerje et al. 2003), o qual inclui todos os sítios previamente 

associados com fenótipos melânicos em aves. Cada reação foi realizada para um volume final 

de 25 L, contendo 4 L da mistura dos desoxinucleotídeos (1,25 mM), 2,5 L do tampão da 

enzima Taq (10X), 1 L de MgCl2 (25 mM), 0,5 L de cada primer (200 ng/ L), 

aproximadamente 50 ng do DNA total extraído, 0,25 L da enzima Taq polimerase (5 U/ L – 

Invitrogen) e água destilada estéril para completar o volume final da reação. As condições de 

amplificação para o fragmento do MC1R foram as mesmas descritas por Cheviron e 

colaboradores (2006), consistindo de uma etapa inicial de desnaturação por 2 minutos a 94 oC, 

seguido de 35 ciclos por 30 segundos a 94 oC, 45 segundos a 62,5 oC e 90 segundos a 72 oC, 

terminando com um passo de 5 minutos a 72 oC. 

Os produtos da amplificação foram purificados usando o kit ExoSAP-IT (Amersham 

Pharmacia Biotech. Inc., UK), onde em cada alíquota de 5 L da reação de PCR foi 

adicionada 2 L da solução enzimática, sendo então incubados a temperatura de 37 oC por 15 

minutos e depois mais 15 minutos a 80 oC. Os purificados foram submetidos a uma nova 

reação de PCR, agora pelo método didesoxiterminal (Sanger et al. 1977), com reagentes do kit 

Big Dye (ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction – Applied 

Biosystems, USA). As reações de seqüenciamento foram feitas para um volume final de 10 

L, contendo 1 L do purificado, 0.5 L de cada um dos primers, separadamente 

(concentração de 200 ng/ L), 3 L do tampão (Tris 0,4 M pH 9,0 / MgCl2 25 mM), 1 L do 

mix Big Dye e 4,5 L de água destilada estéril para completar o volume, sendo submetidas a 

um programa de temperaturas variadas que consistiu em: 25 ciclos de 96 oC por  50 segundos, 

50 oC por 5 segundos e 60 oC por 4 minutos. Reagentes não incorporados durante a reação 

foram eliminados através de lavagens com isopropanol. Os fragmentos gênicos resultantes da 

reação de seqüenciamento tiveram suas seqüências nucleotídicas determinadas em um 

Seqüenciador Automático ABI 377 (Perkin Elmer). 
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As seqüências obtidas foram submetidas ao alinhamento múltiplo de forma automática 

pelo aplicativo Clustal-W (Thompson et al. 1994), com parâmetros de penalidades sugeridos 

por Schneider (2003). O arquivo gerado foi então convertido para o formato Fasta e 

transferido para o editor de seqüências Bioedit (Hall 1999), para inspeção visual do 

alinhamento produzido e possíveis correções na codificação das inserções ou deleções 

presentes. Nós codificamos indivíduos como heterozigotos no caso de picos duplos serem 

confirmados nos cromatográficos, em ambas as fitas. Todas as seqüências geradas neste 

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

XXXX – XXXX (Tabela 1). 

Análise Genética-As seqüências obtidas foram posteriormente alinhadas com 

seqüências de MC1R existentes no GenBank referentes às espécies: Lepidothrix coronata 

(número de acesso DQ388308 e DQ388310), Lepidothrix serena (DQ388331) e Gallus gallus 

(NM_001031462), com o objetivo de confirmar o posicionamento do fragmento amplificado 

e comparar a tradução para seqüência de aminoácidos, além de examinar a existência de 

códons de parada e indels que são indicativos de pseudogenes. Esta análise comparativa 

também possibilitou a identificação dos sítios de variação nucleotídica que já foram 

previamente associados com a plumagem melânica em aves. 

A associação dos morfotipos para plumagem que caracterizam cada espécie com os 

sítios variáveis encontrados foi realizada através de interpretação visual do alinhamento das 

seqüências. Utilizando o programa DnaSP (versão 3.51; Rozas et al. 2003) foi calculado o 

parâmetro de diversidade nucleotídica (Nei 1987) para cada espécie. Rede de haplótipos foi 

construída pelo método dos vetores medianos, utilizando o programa NETWORK (versão 

4.5; Bandelt et al. 1999). Nós também testamos a existência de seleção sobre o gene MC1R 

através do cálculo do parâmetro estatístico Tajima’s D (Tajima 1999) usando o programa 

DnaSP (versão 3.51). 

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

Um total de 702 pares de bases foram seqüenciados para o gene da MC1R de 16 

exemplares de A. bokermanni e 14 de A. galeata, correspondendo às posições 156 a 858 do 

gene MC1R de G. gallus (Kerje et al. 2003). A região seqüenciada engloba todos os sítios 

variáveis onde já foram confirmados a relação com distintos padrões melânicos de coloração 

em aves. Cerca de 99% dos sítios analisados foram similares entre as duas espécies do gênero 

Antilophia. Esta similaridade foi menor quando comparado com as seqüências das espécies 

Lepidothrix serena e L. coronada, pertencentes a mesma família (97 e 96%, respectivamente), 

e mais baixa quando comparado com a de G. gallus (89%), todas obtidas do GenBank.   

Seis sítios foram variáveis dentro das seqüências das duas espécies, resultando em um 

total de seis alelos para o gene MC1R, onde somente um exemplar, da espécie A. galeata 

(amostra Aga_519), foi heterozigoto (Tabela 1). Três sítios variáveis foram exclusivos de A. 

bokermanni (posições 244, 328 e 695) e três exclusivos de A. galeata (posições 189, 529, 

629), sendo esta numeração referente ao posicionamento de cada sítio no gene MC1R de G. 

gallus (Kerje et al. 2003). Todas as substituições observadas entre as duas espécies 

aconteceram separadamente e em indivíduos diferentes, com exceção do sítio 629, no qual foi 

relatado o exemplar com genótipo heterozigoto (Tabela 1). Cinco substituições provocaram 

mudanças de aminoácido a ser codificado e apenas uma substituição foi sinônima (sítio 189), 

encontrada na amostra Aga_43. Nenhuma evidência de variações nas seqüências do gene 

MC1R que pudessem explicar a variação de plumagem foi observada entre os exemplares das 

duas espécies de Antilophia. Os sítios variáveis e associados com mudanças no padrão de 

plumagem em outras aves mostraram-se conservados entre as duas espécies de Antilophia 

(colunas cinzas – Tabela 1).  
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As variações encontradas no MC1R entre as duas espécies de Antilophia resultaram na 

formação de sete distintos haplótipos (Tabela 1) a partir dos seis alelos encontrados. O 

haplótipo H_1 (referente ao genótipo 1/1) apresentou uma freqüência de 80% das amostras 

analisadas, enquanto que os demais haplótipos foram únicos e todos com uma freqüência de 

3,33%. O haplótipo H_1 foi encontrado em ambas as espécies, enquanto que os haplótipos 

H_2 e H_3 foram exclusivos de A. bokermanni e os quatro restantes (H_4, H_5, H_6, H_7) 

exclusivos de A. galeata (Tabela 1). O único exemplar heterozigoto para este marcador 

(genótipo 1/5) foi encontrado na espécie A. galeata. A rede de haplótipos do gene MC1R 

obtida entre as duas espécies é mostrada na Figura 3, evidenciando a alta freqüência do 

haplótipo H_1 e sua ocorrência nas duas espécies, além de mostrar a baixa representatividade 

dos demais haplótipos. Nela também fica evidenciado que os haplótipos de baixa freqüência 

são todos muito similares e provavelmente originados do haplótipo H_1, sendo diferenciados 

apenas por uma ou duas mutações em suas seqüências de nucleotídeos.  

Os índices de diversidade nucleotídicas encontradas para as duas espécies para o 

segmento do MC1R mostraram-se similares e baixos. Em A. bokermanni o valor de 

diversidade foi de 0.00053 ( + 0.00033), sendo menor que o de A. galeata, que foi de 0.00078 

( + 0.00028), mas não apresentando diferença estatisticamente significante (p > 0.05). Quando 

avaliado as duas espécies juntas, o valor encontrado foi de 0.00066 ( +

 

0.00024), mostrando 

não haver distinção significativa para as seqüências de MC1R das duas espécies. O teste de 

neutralidade de Tajima’s D foi calculado para cada espécie separadamente. Os valores de 

Tajima’s D não permitiram rejeitar a hipótese nula de variação neutra, tanto para A. 

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

Casos já documentados de padrões melânicos em aves nos quais existe a associação 

com variações presentes no gene MC1R mostram que sua totalidade ocorre entre exemplares 

de uma mesma espécie, as quais apresentam morfotipos distintos (Theron et al. 2001, Doucet 

et al. 2004, Mundy 2005). Mesmo nos casos onde ocorre a formação de agrupamento de 

indivíduos pertencentes a um dos padrões de plumagem, como nos exemplares melânicos de 

Coereba flaveola (Theron et al. 2001), os mesmos continuam compondo uma única espécie 

juntamente com o outro morfotipo. Similarmente, este fato também ocorre com outros grupos 

animais, como mamíferos e répteis (Andersson 2003, Eizirik et al. 2003, Hoekstra et al. 

2004), não tendo ocorrido a descrição de processo de especiação associado à forma melânica. 

MacDougall-Shackleton e colaboradores (2003) realizaram estudo dos padrões de plumagem 

entre espécies do gênero Phylloscopus com o marcador MC1R, mas não encontraram 

associação com as variações deste marcador, reforçando a hipótese de que o melanismo não 

está envolvido diretamente com processos de especiação. 

A despeito de que nosso trabalho lidou com duas espécies válidas, o relato de que 

entre A. bokermanni e A. galeata existem uma grande similaridade para diversos aspectos 

biológicos e comportamentais, levou-nos a questionar a possibilidade de existência de 

variações no gene MC1R que pudesse explicar os dois distintos padrões de plumagem. Tal 

questionamento foi reforçado quando, através de análises genéticas, mostrou-se que as duas 

espécies ainda apresentam separação incompleta de linhagens (Rêgo et al. 2010). Contudo, os 

resultados aqui apresentados revelaram a ausência de evidências para associação entre as 

variações nas seqüências do segmento do MC1R e os dois padrões de plumagem dentro do 

gênero Antilophia. Os sítios variáveis do gene MC1R associados aos padrões melânicos já 

descritos na literatura mostraram-se conservados nos representantes das duas espécies de 
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Antilophia (Tabela 1), apesar de termos encontrado mutações não-sinônimas em alguns 

representantes, mas sem refletirem em diferenças nos fenótipos dos exemplares. Tais 

mutações não-sinônimas foram relatadas de forma individualizada nas duas espécies (exceção 

do haplótipo H_2), enquanto que o haplótipo H_1 (genótipo 1/1), compartilhado por ambas 

(Figura 3), confirmou através de sua alta freqüência a inexistência da influência do gene 

MC1R com os distintos padrões de plumagem.  

Relatos de casos de variações melânicas em aves que não puderam ser associadas 

com diferenças nas seqüências do gene MC1R continuam sendo noticiados, inclusive em 

estudos com representantes da família Pipridae (Cheviron et al. 2006). Pelo fato de não haver 

um padrão filogenético dos grupos de aves onde existe a associação do padrão melânico e 

variações no marcador MC1R, sugeri-se que possa haver diferenças no mecanismo de controle 

e expressão desta característica em diferentes grupos, como mudanças nas regiões reguladoras 

para este gene (Mandy 2005). Como observado em Lepidothrix coronata (Cheviron et al. 

2006), os indivíduos jovens das duas espécies de Antilophia também permanecem com a 

plumagem de cor verde até atingirem a maturidade sexual, o que acontece por volta do 

segundo ano de vida. Neste período, os machos começam a adquirir novas cores em sua 

plumagem, enquanto a fêmea continua verde-oliva. Relacionar o controle deste mecanismo 

com algum fator genético ligado ao sexo, como dosagens hormonais ou genes ligados aos 

cromossomos sexuais, poderá apontar para uma nova forma de avaliação desta característica 

com esta família aves, uma vez que somente nos machos adultos ocorre a diferenciação nos 

padrões de plumagem.  

Outra questão interessante que reside no aspecto de plumagem entre as duas espécies 

de Antilophia está na determinação de qual fenótipo seria o derivado. Em aves, os relatos de 

morfotipos melânicos são mostrados como o resultado de mudanças num padrão básico já 

existente. Tomando como apoio os dados de tamanho populacional e área de distribuição 
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atual das duas espécies, nos reportamos para uma hipótese de cenário mais parcimonioso onde 

o fenótipo branco (A. bokermanni) seria o mais derivado, uma vez que o surgimento e fixação 

deste seria mais provável em uma população isolada e de pequeno tamanho. Tal hipótese 

apontaria então para um fenótipo ancestral melânico para o gênero Antilophia, sendo 

corroborado por uma maior diversidade genética presente em A. galeata, quando avaliado os 

marcadores moleculares já estudados.    
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Tabela 1. Lista das espécies analisadas com o código de identificação de cada exemplar, sítios 

variáveis presente no gênero Antilophia e sítios (destaque em cinza) onde já foram registrados 

associações de variações nucleotídicas e fenótipos melânicos em aves. Asterisco indica igualdade 

com a seqüência inicial (amostra AboCAA01). Sítio heterozigoto é denominado com o código de 

letras padronizado pela IUPAC (R = C / T). Genótipo refere-se à combinação dos dois alelos. 

Haplótipo refere-se à simbologia dos diferentes genótipos. Número de acesso do GenBank das 

amostras analisadas.     

Posição dos sítios1    

 

Espécie 
(plumagem)  

Identificação 
das amostras 

1

 

8

 

9

 

2

 

0

 

7

 

2

 

4

 

4

 

2

 

5

 

3

 

2

 

7

 

4

 

3

 

2

 

8

 

5

 

2

 

9

 

6

 

2

 

9

 

6

 

8

 

9

 

6

 

9

 

5

  

Genótipo  Haplótipo  Número de 
acesso GenBank 

A. bokermanni AboCAA01 G

 

A

 

G

 

G

 

G

 

A

 

C

 

C

 

A

 

G

 

1/1 H_1 XXXX 
(branca) AboCAA02 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboCLU01 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboCLU02 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboCLU03 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboCLU04 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboCLU05 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboCVV01 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboBCE01 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

T

 

2/2 H_3 XXXX  
AboBCE02 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboBCE03 *

 

*

 

A

 

*

 

*

 

T

 

*

 

*

 

*

 

*

 

3/3 H_2 XXXX  
AboBME01 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboBME02 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboBME03 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboMHE02 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
AboMFU01 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX 
A. galeata Aga39 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX 
(negra) Aga40 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*
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1/1 H_1 XXXX  
Aga41 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*
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1/1 H_1 XXXX  
Aga42 *
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*

 

*
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*

 

*

 

*

 

*
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1/1 H_1 XXXX  
Aga43 A
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*

 

*
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*

 

*

 

*

 

*
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4/4 H_4 XXXX  
Aga410 *
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*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
Aga519 *
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*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

R

 

*

 

*

 

1/5 H_6 XXXX  
Aga545 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
Aga761 *

 

*
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*

 

*

 

*

 

*

 

T

 

*

 

*

 

5/5 H_5 XXXX  
Aga795 *
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*

 

*

 

*

 

*

 

T

 

*

 

*

 

*

 

6/6 H_7 XXXX  
Aga822 *
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*
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*

 

*

 

*
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1/1 H_1 XXXX  
Aga906 *

 

*

 

*
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*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
Aga1010 *
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*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX  
Aga1130 *

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

*

 

1/1 H_1 XXXX 
1Sítios nucleotídicos numerados de acordo com o posicionamento da seqüência de MC1R de galinha (G. 

gallus – número de acesso NM_001031462).  



 
94

 
Legenda das Figuras  

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

galeata (à esquerda) e A. bokermanni (à direita).   

Fig 2. Área de ocorrência de A. bokermanni e A. galeata. Posicionamento dos dois pontos de 

obtenção de amostras A. galeata (estrelas) dentro de sua área de ocorrência (modificada de 

Rêgo et al. 2010 - prelo).  

Fig 3. Rede de haplótipos encontrado entre A. bokermanni e A galeata as seqüências de 

MC1R obtidas neste estudo. Os haplótipos são representados por círculos, sendo o seu 

tamanho proporcional à sua freqüência. Cor branca corresponde amostras de A. bokermanni e 

cor preta amostras de A. galeata. Os números nos traços que separam os círculos representam 

o posicionamento dos sítios que diferem os respectivos haplótipos.             
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Figuras 

 

Fig. 1.  
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Fig. 2.      
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Fig. 3.         
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 
___________________________________________________________________________  

Durante a execução desta pesquisa com Antilophia bokermanni, uma das preocupações 

sempre foi como transformar os dados produzidos com a ferramenta da genética molecular em 

informações que pudessem ser utilizadas por agentes tomadores de decisão em programas 

voltados para sua conservação. 

O material produzido no Plano de Conservação do Soldadinho-do-araripe (AQUASIS, 

2006) conseguiu, com muita perspicácia, sintetizar os objetivos principais e específicos que, de 

acordo com o nível de prioridade e prazos de execução, seriam necessários para garantir a 

perpertuação da A. bokermanni, como também a conservação e o uso racional de todo o 

ecossistema envolvido. 

De forma similar, tentamos aqui complementar o planejamento estratégico sugerido pelo 

Plano de Conservação através dos dados moleculares, associando os resultados encontrados com 

a sua importância nas medidas de proteção para A. bokermanni:  

1) Níveis de diversidade genética de A. bokermanni similares aos de sua espécie-irmã não-

ameaçada (A. galeata) – Para garantir a manutenção e ampliação da variabilidade genética da 

população de A. bokermanni, as medidas de conservação devem focar o uso sustentável dos 

recursos naturais, protegendo principalmente as matas úmidas de encosta e também as nascentes, 

pois esses compõem as condições básicas para a sobrevivência da ave;  

2) Ausência de sub-estruturação populacional – Evitar processos de fragmentação 

populacional está diretamente ligado com as medidas de preservação contínua das matas úmidas 
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de encosta da Chapada do Araripe, mas também com a recuperação de áreas já impactadas. 

Garantir que a reduzida população de A. bokermanni não sofra às conseqüências de sub-

estruturamento, aumenta a viabilidade da espécie;  

3) Diversidade distribuída de maneira homogênea (fluxo gênico) – O fluxo gênico é reflexo 

direto do deslocamento de indivíduos dentro da área de ocorrência (fluxo de indivíduos). Tal 

evento além de garantir que a variabilidade esteja distribuída por toda população, também ajuda 

a diminuir as chances de cruzamentos endogâmicos, o que poderia provocar uma diminuição do 

sucesso reprodutivo. Tal aspecto também é beneficiado pela preservação dos recursos naturais 

em sua área de distribuição como comentado nos itens anteriores;  

4) Similaridade genética com sua espécie-irmã (A. galeata) – Com certeza o aspecto mais 

delicado a ser tratado neste estudo, por envolver aspectos de validação de espécie. O achado de 

uma separação incompleta de linhagens entre as duas espécies do gênero Antilophia para todos 

os marcadores moleculares utilizados (mitocondriais e nucleares), leva-nos ao questionamento: 

Numa situação extrema de diminuição da população de A. bokermanni, seria indicada a inclusão 

de exemplares de A. galeata para reprodução? Levando em consideração que neste momento as 

duas espécies já seguem caminhos evolutivos distintos, apoiados por diferentes dados (separação 

física das populações; padrão de plumagem dos machos; ausência de migração segundo dados 

moleculares), cruzar exemplares das duas populações seria desfazer o processo natural de 

separação. Desta forma, as medidas a serem adotadas devem concentrar-se em fornecer 

condições ambientais para que A. bokermanni possa se manter sem a interferência de “pool” 

gênico de uma segunda espécie.   
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5) Monitoramento com a ferramenta molecular – Este trabalho permitiu ter o primeiro 

conjunto de informações genéticas da espécie A. bokermanni. A realização de monitoramentos 

futuros far-se-á necessária para indicar se as medidas de conservação adotadas no seu Plano de 

Conservação estão surtindo efeito sobre a viabilidade populacional e, caso seja necessário, 

indicarem novas estratégias de sustentabilidade para os recursos naturais da região.    

Os dados moleculares aqui relatados mostram que a conservação do soldadinho-do-

araripe está diretamente relacionada com a manutenção de seu habitat (matas e nascentes), 

havendo a necessidade de políticas de proteção voltadas para este aspecto. Desta forma, serão as 

atitudes tomadas nos próximos anos que nos dirão até que ponto conseguimos colaborar 

efetivamente para a conservação e perpetuação deste endemismo da avifauna brasileira que é 

Antilophia bokermanni.           
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ANEXO 
______________________________________________________________________________  

Normas para publicação na revista AUK: (http://www.aou.org/auk/authors.php)  

 

http://www.aou.org/auk/authors.php
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