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RESUMO

Neste trabalho nds apresentamos uma analise filogeografica multilocus da espécie
politipica B. tamatia a partir de sequéncias de dois marcadores mitocondriais (cytb e
ND2) e quatro nucleares (BF7, MUSK, G3PDH e CHD) obtidas a partir 45 individuos
amplamente distribuidos pela Bacia Amazonica. A partir de filogenias, informagdes de
genética populacional e datagcdo molecular foi possivel reconstruir o contexto temporal e
espacial do processo de diversificacdo dessa espécie. Nossos dados revelaram a
existéncia de pelo menos trés espécies biologicas e cinco espécies
evolutivas/filogenéticas no complexo B. tamatia. O estudo revelou ainda uma relacdo
entre areas de endemismo ainda ndo descritas na literatura, entre as areas do extremo
leste da Amazobnia e o0 oeste amazonico. Os dados obtidos aqui reforcam que dados
moleculares quanto visto como reciprocamente informativos com dados geoldgicos e
ecoldgicos podem ajudar na reconstrucdo de cendrios evolutivos complexos como o de

B. tamatia.

Palavras-chave: Areas de Endemismo, introgressdo, especiacdo criptica, limites de

espécies, taxonomia.
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ABSTRACT

We present a multilocus phylogeographic analysis of the polytypic species Bucco
tamatia, based on sequences from two mitochondrial markers (Cytb and ND2) and four
nuclear genes (BF7, MUSK, G3PDH and CHD), obtained from 46 individuals widely
distributed throughout the Amazon Basin. Our aim was to reconstruct the temporal and
spatial contexts of diversification of this Amazonian endemic lineage, associated with
flooded environments. Phylogenetic analyses were conducted using Bayesian Inference
and Maximum Likelihood methods, and divergence times were estimated through
coalescent-based molecular dating. Our data revealed a marked incongruence between
the current taxonomic treatment and the evolutionary history of B. tamatia, supporting
the recognition of at least three biological species and five evolutionary/phylogenetic
species within the complex. The results also revealed a previously unknown connection
between Amazonian areas of endemism situated in the extreme east and west of the
basin. These findings highlight a complex evolutionary history and distinct patterns of
genetic differentiation between flooded and upland forest populations, following an
initial divergence associated with these environments. In contrast to several bird
lineages associated with flooded habitats in Amazonia, B. tamatia exhibits a higher
degree of phylogeographic structure. Moreover, rivers appear to be the main drivers of
diversification in this lineage, a pattern more typical of upland forest species. Our data
provide further evidence for the recognition of distinct areas of endemism in Amazonian
flooded forests, supporting a scenario of historical disconnections between drainages

that are now unified by the Amazon River.

Keywords Areas of endemism, introgression cryptic speciation, species limits,

taxonomy.
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FILOGEOGRAFIA DE Bucco tamatia (AVES: BUCCONIDAE): UMA
LINHAGEM ASSOCIADA A FLORESTAS ALAGADAS NA AMAZONIA

INTRODUCAO

A elevada diversidade amazobnica tem intrigado pesquisadores ha bastante
tempo. Existe uma série de questbes relacionadas a origem e manutencdo dessa
extraordinéria diversidade que ainda hoje permanece obscura a ciéncia (Cracraft, 1985;
Tuomisto, 2007). Desde o século XIX hipdteses tém sido propostas para tentar explicar
0s mecanismos geradores dos padrdes atuais de diversidade amazonica e que desde
entdo, ainda estdo sendo testadas (Garzon-Ordufia & Miranda-Esquivel, 2007; Haffer,
2008). E pretensioso acreditar que existe um modelo simples e geral que explique a
diversidade de todos os grupos bioldgicos presentes na Amazoénia (Aleixo, 2004; Rull,
2011). Desse modo, para gque a historia da complexa regido amazonica seja reconstituida
é necessario que diversos métodos sejam aplicados a varios grupos bioldgicos distintos
(Bates, 2001; Rull, 2011).

Historicamente, a questdo da origem da diversidade amazénica tem sido
abordada sob uma perspectiva biogeogréafica, assumindo que essa elevada diversidade
foi resultado de fatores historicos associados a mudanca da paisagem na regido (Rossetti
et al., 2005). Hipdteses baseadas principalmente em eventos vicariantes foram
propostas, tais como: o soerguimento dos Andes (Chapman, 1917), reflgios florestais
do Pleistoceno (Haffer, 1969; Vanzolini & Willians, 1970), rios como barreiras
(Wallace, 1852; Sick, 1967) e incursdes marinhas do Mioceno (Réasanen et al., 1995;
Webb, 1995).

Na tentativa de avaliar a origem dessa elevada diversidade amazonica, através da
utilizacdo de metodos multidisciplinares mais abrangentes, a filogeografia surge como
uma abordagem moderna da biogeografia que busca reconstruir o contexto espacial e
temporal da distribuicdo das linhagens genéticas. A filogeografia utiliza de
conhecimentos da geologia, biogeografia, biologia molecular e paleontologia na
reconstrucdo da historia evolutiva de taxons proximamente relacionados em uma
determinada area (Avise et al., 1987; Avise, 2000).
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O desenvolvimento da abordagem filogeografica estd fortemente ligado ao
surgimento das pesquisas com DNA mitocondrial na década de 70. O inicio das
pesquisas que mapearam genomas mitocondriais, métodos de célculos de distancias
genéticas e estimativas de taxas de substituicdo nucleotidica do DNA mitocondrial
permitiram que Avise et al. publicassem em 1979 o primeiro estudo de cunho
filogeogréafico (Avise et al., 1987; Avise 2000, 2009).

O DNA mitocondrial possui uma série de propriedades que o tornam uma
excelente ferramenta para estudos evolutivos, podendo fornecer informacgdes sobre
relacBes evolutivas entre individuos de populacGes ou mesmo espécies diferentes
(Avise, 2000; Brumfield et al., 2003; Weir & Schluter, 2008; Jacobsen et al., 2010).
Apesar disso, estudos baseados apenas em DNA mitocondrial apresentam algumas
limitac@es, ja que pelo fato de o seu mecanismo de heranca ser exclusivamente materno,
determinados eventos populacionais como, por exemplo, hibridizacdo, sdo mais dificeis
de serem detectados. A incorporacdo de genes nucleares a esses estudos permitiu o
aprimoramento da ferramenta ao fazer uso de novas abordagens que complementam as
informacdes fornecidas pelo DNA mitocondrial (Crawford, 2003; Templeton, 2004;
Avise, 2009; Jacobsen, 2010). Esses estudos multilocus sdo importantes ainda porque
reduzem os intervalos de confianga das estimativas de tempo de divergéncia (Edwards
& Beerli, 2000). O estudo de regibes distintas do genoma é essencial para que ndo se
cometa o erro de assumir a histéria de um Unico gene como representando a histdria da

espécie como um todo (Knowles, 2009).

Um dos importantes resultados revelados por estudos filogeograficos é que
diversas espécies politipicas amplamente distribuidas pela bacia Amazbnica na
realidade sdo formadas por varias linhagens evolutivas bastante diferenciadas genética e
fenotipicamente (Armenta et al., 2005; Carneiro et al., 2012; Fernandes et al., 2012) e
mais apropriadamente tratadas como espécies distintas. Assim, € possivel que com a
realizacdo de mais estudos filogeograficos novas linhagens / tdxons sejam revelados,
levando ao reconhecimento de espécies distintas e ajudando a corrigir a subestimativa
da biodiversidade amaz6nica. Concomitantemente, tais estudos sdo fundamentais ainda
para a compreensdo da histdria evolutiva dos grupos de espécies amazonicas e, ao
caracterizar novos endemismos, para a determinacao de areas prioritarias a conservacdo
(Zimmer, 2002; Aleixo, 2009).
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Na Amazonia, os primeiros estudos que utilizaram a filogeografia foram
realizados com mamiferos (Patton et al., 1994, 2000) com o objetivo de testar a hipotese
de diversificacdo de linhagens ocasionada por rios como barreiras a dispersdo.
Entretanto, esses estudos realizados com roedores foram direcionados apenas a uma
pequena regido da Amazonia Ocidental brasileira. Novos estudos, sobretudo com aves,
tém incorporado taxons que possuem ampla distribuicdo pela Bacia Amazodnica e obtido
resultados robustos com novas informacdes que tém contribuido significativamente para
melhorar o entendimento sobre a evolucdo da biota amazonica (Aleixo, 2004; Cheviron,
et al. 2005; Ribas et al., 2012, Fernandes et al., 2012, 2013; d’Horta et al., 2013). Com
a insercdo de novos grupos biologicos, é possivel que mais respostas sejam obtidas
através da analise da congruéncia desses resultados (Cracraft & Prum, 1988;
Bermingham & Moritz, 1998; Aleixo & Rossetti, 2007).

Nesse contexto, a Familia Bucconidae, estritamente neotropical e composta por
35 espécies alocadas em 12 géneros, ainda ndo foi foco de estudos filogeogréficos
publicados. Segundo Rasmussen e Collar (2002), a maioria das espécies dessa familia
ndo costuma ser foco de estudos de campo e importantes dados da biologia de varias
espécies ainda ndo sdo claros. No campo da taxonomia a sistematica a situacdo é
analoga e ilustrada pelo fato de nenhuma nova espécie de bucconideo ter sido descrita
desde 1925.

Atualmente existe consenso sobre a monofilia da Familia Bucconidae, mas as
relacBes dentro do grupo permanecem controversas (Rasmussen & Collar, 2002). Na
taxonomia tradicional, um arranjo taxondmico criou o género Bucco e dentro dele foram
alocadas varias espécies que posteriormente, a partir de estudos mais refinados,
demostraram ndo possuir relacGes tdo proximas quanto tradicionalmente se supunha.
Analises morfologicas posteriores, sobretudo relacionadas a forma do bico, motivaram
Gloger (1827) a propor um novo género a partir de Bucco: Nystactes, que alocaria as
espécies B. noanamae e B. tamatia. Witt (2004), a partir da analise de sequéncias de trés
genes mitocondriais, estimou a filogenia de Bucconidae e corroborou a ndao-monofilia
do género Bucco. ApOs a proposta de criagdo do género Nystactes, poucos autores
adotaram o0 uso do novo género (ex. Ridgway, 1914; Cory, 1919; Pinto, 1937;
Rasmussen & Collar, 2002). Atualmente, a maioria das publicagfes, inclusive o
Conselho Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO, 2011) e o South American
Classification Committee (SACC, 2012), segue ainda a classificacdo original em que B.
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tamatia e B. noanamae permanecem alocadas no género Bucco, juntamente com B.

capensis e B. macrodactylus.

O taxon Bucco tamatia foi descrito por Gmelin (1788), tendo como localidade
tipo Caiena, Guiana Francesa. Posteriormente, cinco taxons descritos ulteriormente
foram agregados com o anterior dentro da mesma espécie politipica: B. t. pulmentum
(Sclater, 1856), B. t. hypneleus (Cabanis & Heine, 1863), B. t. interior (Cherrie e
Reichenberger, 1921), B. punctuliger (Todd, 1943) e B. t. inexpectatus (Todd, 1943),
com os trés ultimos interpretados mais recentemente como populacdes hibridas e,
portanto, sem diagnose consistente (Rasmussen & Collar, 2002).

A espécie politipica B. tamatia encontra-se amplamente distribuida pela regido
amazonica, sendo endémica desta area. Ocorrem em diversos ambientes, de terras
baixas até 1400m, sendo encontrados em bordas de mata, matas secundarias, mas,
sobretudo ambientes associados a rios ou riachos como varzeas, igap6s e matas de
galeria cortadas por pequenos rios, adentrando a floresta de terra-firme ao lado de
igarapés. Raramente sdo encontrados em mata fechada (Rasmussen & Collar, 2002).

Neste trabalho nds apresentamos uma analise filogeogréafica multilocus da
espécie politipica B. tamatia para reconstruir o contexto temporal e espacial do processo
de diversificacdo da espécie, utilizando-o como um modelo do processo de
diversificacdo na Bacia Amazodnica. Poucos estudos filogeograficos estdo disponiveis
para espécies associadas a ambientes de florestas alagadas na Amazoénia (Aleixo, 2006;
Aleixo & Rossetti, 2007), portanto, o presente estudo pretende contribuir também para o

entendimento do processo de diversificacdo da avifauna associada a estes ambientes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 46 amostras de individuos pertencentes aos trés taxons
atualmente reconhecidos de B. tamatia , sendo 18 amostras de B. t. tamatia, 17 amostras
de B. t. pulmentum, e oito amostras de B. t. hypneleus, provenientes de diversas
localidades da Bacia Amazonica (Fig. 1). Além destas, trés amostras de espécimes de B.
capensis, B. macrodactylus e Micromonacha lanceolata foram sequenciadas para uso
como grupo externo, selecionadas com base na filogenia obtida por Witt (2004). As
espécies mais proximas de B. tamatia sdo, na verdade, B. noanamae (distribuicéo trans-

andina, Choco - Colémbia) e H. ruficollis (distribuicdo ao norte do Rio Orinoco,
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Venezuela), espécies com pouco ou nenhum tecido muscular coletado. Da Unica pele
disponivel de B. noanamae (AMNH 786999) ndo conseguimos extrair DNA integro e
em relacdo a H. ruficollis, ndo tivemos acesso aos tecidos da espécie. Neste estudo
foram utilizadas todas as amostras de tecido muscular da espécie em estudo disponiveis
nas colecdes de recursos genéticos das seguintes instituicbes: Museu Paraense Emilio
Goeldi (MPEG), Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP), Museu
Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro (MNRJ), Instituto Nacional de
Pesquisas Amazonicas (INPA), Louisiana State University Museum of Natural Science
(LSU) e American Museum of Natural History (AMNH).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo dos individuos amostrados de acordo com a classificagdo
taxondmica atual (Rasmussen & Collar, 2002), considerando com validas apenas as subespécies B. t.

tamatia, B. t. hypneleus e B. t. pulmentum.

Foram utilizadas sequéncias de DNA dos genes mitocondriais citocromo b (cytb,
1019 pb) e NADH dehidrogenase 2 (ND2, 1040 pb), além daquelas dos genes nucleares
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intron 7 do B fibrinogénio (BF7, 957 pb), intron 11 do Gliceraldeido-3-fosfo-
dehidrogenase (G3PDH, 433 pb), intron 4 do gene receptor de tirosina Kinase (MUSK,
556 pb) ligado ao cromossomo Z, e intron 1 do gene da proteina de ligagdo DNA-
cromo-helicase (CHD, 359 pb), também ligado ao cromossomo Z, totalizando um banco
de dados multilocus com 4364 pb.

O DNA foi extraido a partir de procedimentos padrGes com a técnica de fenol-
cloroférmio (para tecido muscular) de Sambrock (1989). Os fragmentos de DNA de
interesse foram amplificados por meio da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). O
volume total das reagdes de PCR foi de 25 pl, contendo aproximadamente 10 ng de
DNA genémico, 5mM de cada DNTP, 2,5 mM de MgCI2, 1 unidade de Tag DNA
polimerase e 5 pmol de cada um dos iniciadores. O perfil de amplificacdo padrdo para
os diferentes genes foi o seguinte: um passo inicial de 5 minutos a 95°C para a
homogeneizacdo da temperatura do bloco; seguidos de 35 ciclos com 1 minuto a 95°C;
1 minuto a temperatura de associagdo dos iniciadores; e 1 minuto a 72°C; e um passo
final de 5 minutos, a 72°C, para polimerizacdo de eventuais moléculas, das quais a
polimerase tenha se dissociado antes do final da sintese total do fragmento.

Foi utilizada uma pequena aliquota de cada amplificacdo em gel de agarose 1%
para visualizagdo dos produtos amplificados. Posteriormente, a purificacdo dos produtos
amplificados foi realizada utilizando PEG-8000 (Polietilenoglicol-8000) para remocéo
de residuos provenientes da PCR como: DNTPs, restos de oligos, sais, entre outros
residuos. O Sequenciamento dos produtos foi realizado em sequenciador automatico
modelo 3130 da Applied Biosystems. As sequéncias foram alinhadas e reconciliadas em
ambas as direcdes dentro e entre as espécies utilizando-se o programa Sequencher 3.1.1
(Genecodes, Madison, Wisconsin).

A filogenia resultante foi estimada com base em Inferéncia Bayesiana (IB), a
partir do software MrBayes 3.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) e Maxima
Verossimilhanga (MV) a partir do software PhyMI 3.0 (Guindon & Gascuel, 2003). Os
valores de apoio dos n6s na MV foram gerados a partir de 1000 pseudo-réplicas de
bootstrap. O programa JModelTest 0.1.1 (Posada, 2008) foi utilizado para determinar
qual modelo melhor se adequa a evolucdo dos genes sequenciados. A IB foi realizada
para 2 x 107 de geracdes, a partir de quatro cadeias e com amostragem de parametros e
arvores a cada 1.000 geracbes. O software TRACER 1.5 (Rambaut & Drummond,

2009) foi usado para determinar o ponto em que a zona de parametros 6timos foi
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alcancada pela andlise. As arvores encontradas abaixo da zona 6tima foram descartadas

através do estabelecimento do valor de burnin.

Como alternativa a IB foi realizada a analise de arvore de espécies (AE) no
aplicativo *BEAST 1.6.1 (Drummond & Rambaut, 2007), que a partir de uma
abordagem coalescente estima a melhor topologia utilizando dados multilocus
independentemente. Para esta analise quatro loci foram considerados: A) mtDNA (cytb
e ND2), B) BF7, C) G3PDH e D)CHD. A analise foi realizada a partir de 2 x 10°
geracOes, sendo as primeiras 5000 arvores amostradas descartadas como burnin. Para a
estimativa dos tempos de diversificacdo das linhagens foi utilizada a taxa do gene
mitocondrial cytb de 2,1% de substituicdes nucleotidicas para cada milhdo de anos,
estimada como a taxa meédia para esse marcador dentro de um grande conjunto de
linhagens de aves analisadas (Weir & Schluter, 2008). Foi utilizado o rel6gio molecular
relaxado: lognormal ndo-correlacionado, que assume taxas independentes de evolugédo
molecular entre os diferentes ramos da filogenia. Nesta analise foi utilizado apenas um

individuo de cada populagdo revelada na analise filogenética.

Foram obtidos indices de distancia e diversidade genética a partir de um banco
de dados de mDNA (cytb e ND2) com 2059 pb de 43 individuos. Os grupos
considerados foram definidos a partir de clados bem apoiados pela anélise filogenética.
A distancia-p ndo corrigida foi calculada para avaliar a divergéncia genética entre e
dentro dos grupos encontrados. Como indicadores de variabilidade genética foram
calculados: diversidade haplotipica (H), diversidade nucleotidica (x) e sitios segregantes
(S). Tais analises foram executadas no software DNAsp 5.10.01 (Librado & Rozas,
2009).

Foram calculados os indices de neutralidade de Fs de Fu, D de Tajima e R2 para
avaliar a existéncia de estabilidade populacional nos diferentes grupos considerados.
Para se ter uma ideia do grau de estruturacdo das linhagens foi calculada a anélise de
variancia molecular (AMOVA) dentro dos grupos e entre aqueles grupos separados por
barreiras geograficas vicariantes. O software Arlequim 3.1 (Excoffier et al., 2006) foi
utilizado para realizar essas analises. As redes de hapl6tipos para todos os seis
marcadores utilizados nesse estudo foram obtidas a partir do software Haplotype
Viewer (Barrett et al., 2005).
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RESULTADOS

As anélises filogenéticas baseadas em IB e MV apresentaram topologia similar
(os valores de apoio dos ramos estdo representados na Figura 2) e recuperaram a
monofilia da espécie politipica B. tamatia. Foi evidenciada a existéncia de cinco
filogrupos na espécie (Figura 3). A distribuicdo destes filogrupos abrange as seguintes
areas de endemismo: Guiana (clado A), Xingu/Belém (clado B), Tapajés/Rondbnia
(clado C), Inambari (clado D) e Napo/Imeri/Jau (clado E), segundo a definicdo de areas
de endemismo de Silva (2005) e Borges & Silva (2012). As analises filogenéticas
revelaram ainda a ndo-monofilia do género Bucco, visto que a espécie M. lanceolatta
apresentou uma relacdo mais préxima com B. macrodactylus e B. tamatia que a espécie

B. capensis.
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Figura 2. Arvore Bayesiana baseada em sequéncias concatenadas de cytb, ND2, BF7, G3PDH,
MUSK e CHD (n=45, 46, 43, 42, 33 e 34, respectivamente). Os valores dos nos indicam os valores de
probabilidade posterior e apoio dos ramos (1000 réplicas de bootstrap), respectivamente. As letras se
referem &s areas de endemismos (A- Guiana, B- Xingu/Belém, C- Tapaj6és/Rondénia, D- Inambari, E-
Imeri/Napo/Jau).
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A filogenia também apresentou uma incongruéncia: o individuo (nomeadamente
“D5”), coletado na margem esquerda do rio Madeira, ndo se agrupa com os demais
espécimes da area de endemismo Inambari (Clado D), no mesmo interfllvio, mas sim
com o filogrupo alopatrico das areas de endemismo Xingu / Belém, embora essa relagéo
tenha recebido valores de probabilidade posterior (0,69) e bootstrap (13) bastante
baixos (Figura 2). Em funcdo disso, este espécime em particular ndo foi alocado a
nenhum dos filogrupos A - D revelados pelas anélises filoegenéticas, ndo sendo incluido

na arvore de espécies (AE) mostrada abaixo.
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Figura 3. Mapa de distribuicdo dos filogrupos recuperados em Bucco tamatia pelas filogenias
obtidas. O asterisco indica a localidade onde o individuo “D5” foi coletado.

A topologia gerada pela arvore de espécies (AE) corroborou em parte com as
produzidas através dos critérios de IB e MV. Na AE a relacdo entre os filogrupos B, D e

E foi sustentada (probabilidade posterior = 0,99), embora o clado nédo tenha obtido
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resolucéo interna (probabilidade posterior = 0,78). As demais relagdes encontradas entre
os filogrupos da espécie foram congruentes com as reveladas pela IB, com valores altos

de probabilidade posterior.

O cronograma obtido a partir da AE indicou que o evento de separacao entre B.
tamatia e o grupo externo utilizado se deu no tempo medio de 6,02 milhdes de anos. O
primeiro evento de cladogénese dentro do complexo se deu entre o0 agrupamento
formado pelos filogrupos A e C e o agrupamento formado pelos filogrupos B, D e E, ha
cerca de 3,11 milhdes de anos (0,7-6,96 m.a. atrds). Posteriormente, ocorreu a separacao
entre os filogrupos A e C ha 1,47 milhdes de anos (0-4,23 m.a. atrds). O evento de
cladogénese entre os filogrupos B e D/E ocorreu ha 1,46 milhdes de anos (0,29-2,78
m.a. atras). A separacdo mais recente aconteceu entre D e E ha 0,96 milhGes de anos
(0,16-1,76 m.a. atras).

Grupo externo
|
—— Filogrupo B
- 099
— Filogrupo E
0,78
Filogrupo D
: b grup
— Filogrupo C
[ —_
— Filogrupo A
8,0 6,0 4,0 2,0 0,0
Mioceno Plioceno Pleistoceno

Figura 4. Arvore de espécies multilocus baseada em sequencias de cytb, ND2, BF7,
G3PDH e CHD. Os nameros nos nos indicam os valores de probabilidade posterior. As barras
indicam o intervalo de confianca de 95% dos tempos de divergéncia (em milhdes de anos) entre

os filogrupos.



21

Foram analisadas 43 sequéncias mitocondriais (18 do filogrupo A, cinco do
filogrupo B, nove do filogrupo C, cinco do Filogrupo D e seis do Filogrupo E) quanto a
diversidade genética e parametros demograficos (Tabela 1). As populagdes
apresentaram alta diversidade de hapl6tipos e baixa diversidade nucleotidica. Os testes
de neutralidade de R?, Fs de Fu e D de Tajima foram significativos para o filogrupo A e
o teste Fs de Fu foi significativo para o filogrupo E, apontando para uma néo

estabilidade demogréafica dessas linhagens.

Tabela 1 - Diversidade genética e pardmetros demogréaficos populacionais para os taxons
revelados pelas analises filogenéticas a partir de sequéncias de cytb e ND2.

Filogrupo N nH S H T D p(D) Fs p(Fs) R? p(R?)
A 8 12 17 0863 0,0010 -1.955* 0.01 -4433* 0.00 0,054* 0,00
B 5 5 6 1000 00014 1224 094 0626 050 0171 081
C 9 7 24 0944 0,0047 0.772 0.78 1.625 0.80 0,193 0,74
D 5 3 59 0,700 0,0157 -0.897 0.21 4111 0.95 0,289 0,89
E 6 6 10 1,000 0,0032 -1.367 0.06 -4353* 000 0,160 0,10

n = NUmero de sequencias, nH = Numero de haplétipos, S = Sitios segregantes, H = diversidade
haplotipica, = = diversidade nucleotidica, D = teste de neutralidade D de Tajima, Fs = teste de
neutralidade Fs de Fu, R2 = teste de neutralidade R2, p = valor de probabilidade, * = valor significativo de
p <0,02

Os resultados da AMOVA foram altamente significativos em todas as
comparagOes par a par realizadas e apontam para uma forte estruturacdo filogeogréfica
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dos filogrupos de B. tamatia, visto que a variagéo entre as populagdes foi muito maior

que a variacdo dentro de cada populacéo (Tab. 2).

Tabela 2 - Resultados da AMOVA calculada entre e dentro de filogrupos geograficamente

préximos, revelados pelas analises filogenéticas a partir de sequéncias de cytb e ND2.

Filogrupos Barreira Entre os Dentro dos o P b

_ st (*'st)

geografica Filogrupos  Filogrupos
(%) (%)

A/B Rio Amazonas 97,49 2,51 0,9749* 0,000
AIC Rio Amazonas 87,70 12,30 0,8769* 0,000
A/D Rio Amazonas 90,57 9,43 0,9057* 0,000
AJE Rio Negro 96,41 3,59 0,9641* 0,000
B/C Rio Xingu 91,39 8,61 0,9138* 0,000
C/D Rio Madeira 77,46 22,54 0,7745* 0,000
D/E Rio Solimdes 66,03 33,97 0,6602* 0,002

¢st = indice de fixagdo,* = valor significativo em p < 0,02

A distancia genética entre os filogrupos variou de 1,86 a 4,44%, apresentando
um valor médio de 3,51%. Os valores de divergéncia entre os filogrupos foram
superiores aos encontrados dentro dos filogrupos. A divergéncia dentro dos filogrupos

variou de 0,10 a 1,26%, apresentando um valor médio de 0,44% (Tabela 3).

Tabela 3 - Distancia genética nao corrigida (%) entre e dentro dos filogrupos revelados pelas

analises filogenéticas a partir de sequéncias de cytb e ND2.

A B C D E Divergéncia
dentro dos
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Filogrupos

A 0,10

B 4,40 0,12

C 1,86 4,23 0,43

D 4,44 2,88 4,02 1,26

E 3,94 2,70 3,64 3,02 0,27
Grupo 12,23 12,36 1247 12,12 12,80

externo

Para os genes mitocondriais (cytb e ND2) as redes de hapl6tipos evidenciaram
estruturacdo populacional entre os filogrupos, com inexisténcia de haplétipos
compartilhados e muitos passos mutacionais entre os hapl6tipos agrupados em cada
filogrupo. As redes construidas a partir de genes nucleares BF7, CHD néo apresentaram
0 mesmo grau de estruturacdo dos genes mitocondriais, no entanto, observa-se uma
separagdo dos haplétipos dos filogrupos A e C dos demais. As redes de haplétipos de
G3PDH e MUSK séo caracterizadas por um notavel compartilhamento de hapl6tipos e

nenhum padrao de separacdo entre os filogrupos é evidenciado.
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Figura 5. Redes de hapl6tipos para os marcadores cytb, ND2, BF7, CHD, G3PDH e MUSK (n=
42, 42, 40, 39, 32, 31, respectivamente). As cores indicam os diferentes filogrupos revelados pela anélise
filogenética.

DISCUSSAO
ImplicagGes taxondmicas

A partir desse estudo, incongruéncias entre a histéria evolutiva e tratamento
taxonémico atual ficaram evidentes, ndo s6 em relagdo a espécie politipica B. tamatia,
mas também em relacdo ao género Bucco, confirmado como parafilético no presente
estudo, assim como por Witt (2004), com base numa cobertura mais representativa de
géneros em Bucconidae. Esses dois conjuntos de dados confirmam a necessidade da
adocdo do género Nystactes para se referir a espécie politipica Bucco tamatia. Embora

algumas publicagdes posteriores considerem valido o género Nystactes (ex. Cory, 1919;
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Rasmussen & Collar, 2002), alguns check-lists (ex. Peters, 1948) e listas nacionais e
continentais de aves (ex. CBRO, 2011; SACC, 2013) ainda adotem a classificacdo

antiga.

A distribuicdo dos filogrupos de B. tamatia corresponde aos seguintes taxons
dentro da espécie politipica B. tamatia, cujos nomes estdo disponiveis na literatura
(Figura 6): filogrupo A (tamatia), filogrupo B (hypneleus), filogrupo C (interior),
filogrupo D (sem nome valido aparentemente disponivel) e filogrupo E (pulmentum).
Tradicionalmente, populacGes de B. tamatia da margem esquerda do baixo rio Madeira
foram tratadas dentro da subspécie punctuliger (Peters, 1948) ou, mais recentemente,
pulmentum (Rasmussen & Collar, 2002). No presente estudo, ficou claro que o nome
pulmentum (cuja localidade tipo é Pebas, na margem norte do rio Amazonas no Peru;
Peters, 1948) ndo pode ser aplicado a qualquer populacdo de B. tamatia ao sul do rio
Amazonas, ao contrario dos tratamentos constantes em Peters (1948) e Rasmussen e
Collar (2002). Existe ainda um segundo nome aplicado ao filogrupo E (inexpectatus;
localidade tipo Manacapuru ao norte do rio Solimdes). Uma vez que o filogrupo E
mostrou-se bastante coeso e ndo se verificou qualquer evidéncia de intergradacdo com o
filogrupo D, inexpectatus pode ser considerado um sindnimo janior de pulmentum
(ambos aplicaveis ao filogrupo E), enquanto nenhum nome estd aparentemente

disponivel para nomear o distinto filogrupo D.
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Figura 6. Mapa de distribuicdo dos t&xons recuperados em Bucco tamatia pelas filogenias
obtidas. Os losangos representam as localidades-tipo das subespécies ja descritas. O asterisco representa a
localidade onde o individuo “D5” foi coletado.

O nome punctuliger, interpretado como pertencente a uma populagdo hibrida
(Rasmussen & Collar, 2002), pode ser aplicado com seguranga apenas ao especime
MPEG 73780 (D5 nas Figuras 1 e 2) da margem esquerda do baixo rio Madeira
(Autazes). Este espécime, coletado a cerca de 170 km da localidade tipo de punctuliger
(Caviana, no rio Solimd@es, na margem oposta a Manacapuru; Peters, 1948) e dentro do
mesmo interflivio (baixo Purus - Madeira) representou uma linhagem separada e que
ndo se agrupou com significancia estatistica a qualquer um dos filogrupos B, D ou E
identificados em B. tamatia (Figura 2). A filogenia recuperou este espécime como
grupo irméo do alopétrico filogrupo B (areas de endemismo Xingu / Belém), ao invés
de outros espécimes coletados entre a margem esquerda do rio Madeira e ao sul do rio
Solimdes (filogrupo D), como esperado, embora 0 apoio estatistico fraco obtido para o
posicionamento do espécime MPEG 73780 nao exclui a possibilidade de este ser mais
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proximamente relacionado aos filogrupos D ou E. Fenotipicamente, este individuo é
idéntico aos espécimes pertencentes aos filogrupos D e E, os quais, por sua vez, também
carecem de qualquer grande distincdo morfoldgica aparente no padrdo das manchas
ventrais. Uma possibilidade ¢ que MPEG 73780 seja um individuo hibrido entre
diferentes linhagens do clado bem apoiado e composto pelos filogrupos B, D e E
(Figura 2). Mais espécimes desta regido e, possivelmente, um ndmero maior de
marcadores genéticos Sd0 necessarios para posicionar com maior robustez essa
linhagem e avaliar o seu grau de independéncia evolutiva ou um eventual status como
linhagem hibrida, conforme postulado por Rasmussen e Collar (2002). De todo modo,
isso demonstra que o nome punctuliger ndo esta imediatamente disponivel para nomear
o filogrupo D, para o qual nenhum nome de aplicacdo inequivoca aparentemente se

encontra disponivel.

No entanto, ao contrario do defendido por Rasmussen e Collar (2002), ndo se
encontrou qualquer indicio de intergradacdo entre o filogrupo C (ao qual o nome
interior pode ser aplicado) e qualquer outra filogrupo de B. tamatia, justificando a
validade deste tdxon como representando uma unidade evolutiva real. Conforme
demonstrado pela distribuicdo do filogrupo C, a distribuicdo de interior inclui os
interflivios Madeira - Tapajos, Tapajos - Xingu até a porcdo sul do Xingu - Tocantins,
onde o espécime coletado em Santana do Araguaia (MZUSP 88072; C1 na Figura 1).
Com a revalidacgdo de interior, 0 taxon hypneleus passa a ter uma distribuicao restrita a

baixa porcéo do interflivio Xingu - Tocantins e a leste deste ultimo rio (Figura 6).

As reconstrucOes filogenéticas a partir dos critérios de Inferéncia Bayesiana,
Maxima Verossimilhanca e a abordagem coalescente de Arvore de Espécies baseados
em um banco de dados multilocus, bem como a estruturacdo revelada atraves das redes
de hapl6tipos e a amplitude das distancias genéticas entre os filogrupos A - E, permitem
inferir a existéncia de independéncia evolutiva entre os cinco filogrupos encontrados
(Mila et al.,, 2012). Além disso, os resultados da AMOVA baseada nos dados
mitocondriais permitem presumir que o fluxo génico entre os cinco filogrupos
caracterizados é baixo ou insignificante, o que, aliado ao fato deles possuirem
distribuicdo parapatrica, preenche os requisitos para que sejam tratadas como espécies
distintas, segundo o conceito filético de espécies (Aleixo, 2007). Portanto, nesse caso,
seriam consideradas espécies B. tamatia, B. interior, B. hypneleus e B. pulmentum,

enquanto um novo nome precisaria ser erigido para o clado D ou o nome punctuliger



28

continuaria a ser aplicado ao mesmo, dada a incerteza do posicionamento filogenético
do unico espécime seguramente atribuido a este taxon e incluido no presente estudo
(MPEG 73780; ver discussdo acima). Essa ultima alternativa parece mais recomendada
por uma questdo de estabilidade nomenclatural, face a incerteza do posicionamento real

do taxon punctuliger (Figura 2).

Alternativamente, sob a perspectiva do conceito biolégico de espécie, altos
valores de probabilidades posteriores separando os filogrupos reciprocamente
monofiléticos A, C e B+D+E na arvore de espécies multilocus (Figura 4) fornece forte
evidéncia para um avancado estagio de coalescéncia entre estas linhagens para todos o0s
marcadores utilizados (Brumfield et al., 2008), o que sugere isolamento reprodutivo ja
adquirido e, consequentemente, 0 seu reconhecimento como espécies bioldgicas
distintas. Nesse caso, B. tamatia e B. interior seriam tratados como espécies biologicas
monotipicas, enquanto os filogrupos B, D e E seriam reunidos numa Unica espécie
bioldgica politipica (B. pulmentum) com trés subespécies (B. p. hypneleus, B. p.
pulmentum e B. p. punctuliger). Esse tratamento é particularmente atraente porque
permite uma melhor acomodacdo da incerteza referente a correta aplicacdo do nome
punctuliger, que, apesar disso, esta seguramente ligado ao clado contendo os filogrupos
B, D e E e que estariam sendo reconhecidos como membros de uma mesma espécie
(Figura 2).

Apesar da clara separacdo genética entre esses cinco filogrupos, ndo existem
diagnoses morfométricas ou de plumagem separando os mesmos de modo consistente
(dados ndo mostrados). Os filogrupos do oeste da Amazonia (D e E) s&o diferentes dos
demais por apresentar as penas da regido gular de coloracdo amarela clara, o que é
consistente com 0 seu posicionamento numa mesma espécie bioldgica, confirme
discutido acima. Ja tamatia (filogrupo A), interior (filogrupo C) e hypneleus (filogrupo
B) apresentam as penas da regido gular de coloracéo alaranjada, demonstrando que esse
carater ndo varia com a filogenia, uma vez que o ultimo filogrupo / tdxon é irmao
daqueles de garganta amarela clara do oeste da Amazbnia ao invés daqueles com a
mesma coloragdo nesta parte do corpo (tamatia e interior, recuperados como irméaos
com forte apoio; Figuras 2 e 4). Frequentemente, linhagens de separacéao recente, apesar
de ja terem adquirido histdrias independentes, ainda ndo tiveram tempo suficiente para
se tornar morfologicamente distinguiveis (Brickford et al., 2006). Casos de diversidade

criptica (espécies morfologicamente idénticas ou muito parecidas, mas bastante
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divergentes geneticamente e vocalmente, além de evolutivamente independentes) entre
aves na Amazonia ndo sdo incomuns (O’Neill et al., 2011; Isler et al., 2012). A busca
por diagnoses no complexo B. tamatia prosseguira com as analises vocais, uma vez que,
varios estudos atuais com aves neotropicais tém demostrado que caracteres vocais
podem ajudar na delimitacdo de espécies cripticas, por exemplo: Myrmeciza laemosticta
(Chaves et al., 2010), Willisornis poecilinotus (Isler & Whitney, 2011) e Hylopezus

macularius (Carneiro et al., 2012).

No entanto, mesmo sob uma perspectiva conservadora, os dados obtidos pelo
presente estudo ja permitem o reconhecimento de duas novas espécies bioldgicas
cripticas antes agrupadas dentro da espécie politipica B. tamatia: B. interior
(monotipico) e B. pulmentum (politipica, agrupando as subespécies B. p. hypneleus, B.

p. pulmentum e B. p. punctuliger).

Padrdes temporais e espaciais de diversificacdo no complexo B. tamatia

Conforme discutido acima, os dados obtidos no presente estudo permitem tratar
a espécie politipica B. tamatia como um complexo, contendo um minimo de 3 espécies
bioldgicas e 5 espécies evolutivas / filogenéticas. A relacdo encontrada entre os clados
principais deste complexo, sobretudo aquela de grupos irmé&os entre os clados do escudo
das Guianas (B. tamatia) e aquele da margem direita do Madeira até o Xingu, incluindo
a porcao alta do interflavio Xingu-Tocantins (B. interior), com a exclusdo do clado do
baixo interflavio Xingu - Tocantins e a leste deste ultimo rio (B. hypneleus ou B. p.
hypneleus), irmdo daqueles distribuidos a oeste dos rios Negro e Madeira, ndo tem
paralelo com qualquer relacéo registrada previamente entre clados de aves na Amazonia
(Bates, 1998; Cracraft & Prum, 1988; Prum, 1988; Eberhard & Bermingham, 2005;
Ribas et al., 2012; Fernandes et al., 2013; Horta et al., 2013). A parafilia recuperada
neste estudo entre B. interior e B. p. hypneleus contraria uma previsdo feita por estudos
filogeograficos prévios de que populacbes / clados do escudo brasileiro e das guianas
formariam sempre grupos reciprocamente monofiléticos em funcdo do grande tempo e
grau de isolamento entre estas grandes formagdes geologicas da Amazonia (Bates,
2001; Aleixo & Rossetti, 2007). Embora o presente estudo tenha recuperado a monofilia
reciproca entre populac6es do escudo brasileiro e das guianas (B. tamatia e B. interior),

a presenca de uma populacdo diferenciada B. p. hypneleus no leste do escudo brasileiro
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mais proximamente relacionada aquelas da Amazonia ocidental implica um cenéario
histérico complexo, provavelmente incluindo a presenca de mecanismos vicariantes e

de dispersdo (Cheviron et al., 2005).

Os resultados obtidos na datagdo molecular realizada indicam que o primeiro
evento de cladogénese no complexo B. tamatia ocorreu ha cerca de 3,11 milhdes (0,7-
6,96 m.a. atrds) de anos, separando as linhagens do escudo das guianas e da maior parte
do escudo brasileiro (B. tamatia e B. interior), daquelas ocorrendo nas bacias
sedimentares do oeste da Amazonia (B. p. pulmentum e B. p. punctuliger) e extremo
leste do escudo brasileiro (B. p. hypneleus). No limite entre os escudos das guianas e
brasileiro e as bacias sedimentares da Amazonia ocidental (bacia do Solimbes) ha um
arco estrutural (arco do Purus) que funcionava como uma barreira que impedia que a
regido leste da Amazonia recebesse a drenagem da regido oeste e vice-versa (Lundberg
et al., 1998; Latrubesse et al., 2010; Figura 6A). Em funcéo disso, foi postulado que o
arco do Purus tenha atuado como o limitador oriental do sistema fluvio-lacustre Pebas
(Latrubesse et al., 2010), que cobria praticamente toda a Amazonia ocidental até pelo
menos o Plioceno (ca. 5-3 m.a. atrés). Portanto, o primeiro evento de diversificacdo no
complexo B. tamatia pode estar ligado a estagios iniciais da superacdo do arco do Purus
pelo sistema Pebas devido ao continuo soergimento dos Andes e subsidéncia da
Amazonia central e oriental (Shephard et al., 2010) e estruturacdo da drenagem
transamazonica atual. Em funcdo disso, uma linhagem ancestral de B. tamatia teria
colonizado uma nova formacao geoldgica a partir de uma conexao entre as bacias dos
rios Solimdes e Amazonas e se diferenciado posteriormente em ambas formacdes
(escudos e bacias sedimentares), seja por um efeito presente (ainda que em menor
escala) do arco do Purus ou da formacdo dos rios Madeira e Negro, que hoje separam os
escudos das bacias sedimentares. Posteriormente, com 0 avango do soerguimento dos
Andes e um estagio mais avancado de desenvolvimento da drenagem transamazonica,
os rios Solimdes / Amazonas, agora conectados, podem ter isolado as populagdes do
complexo do escudo das guianas (B. tamatia) daquelas do oeste e centro do escudo
brasileiro (B. interior) ha aproximadamente 1,47 milhdes de anos (0-4,23 m.a. atras;
Figura 6B). O intervalo de confianca estimado para essa datagéo sobrepde com aquelas
estimadas para a separacao entre clados ao norte e ao sul dos rios Amazonas / Solimdes
em Psophia (2,7-2,0 m.a. atrés) (Ribas et al., 2012) e Sclerurus rufigularis (2,28-3,80
m.a. atrds)(Horta et al., 2013).



31
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Figura 7. Reconstrugdo do cenério paleogeografico que deu origem a formacgdo da atual
drenagem Amazdnica (adaptado de Latrubesse et al., 2010). A — Drenagem/deposicdo de sedimentos na
Amazdnia antes da superacdo do Arco do Purus pelo sistema Pebas, até cerca de 3-5 m.a. atrés.; B —
Estabelecimento da drenagem trans-amazOnica atual apés a superagdo do Arco do Purus pelo sistema

Pebas e da continua subsidéncia da Amazdnia central e oriental 3-5 m.a. atras.

O evento seguinte de cladogénese no complexo, separando B. p. hypneleus de B.
p. pulmentum/punctuliger ocorreu ha cerca de 1,46 milhes de anos (0,29-2,78 m.a.
atras). E complexo remontar o cenario através do qual esse evento de separagdo entre
linhagens hoje alopatricas tenha ocorrido, mas uma possibilidade é a de dispersdo do
ancestral de pulmentum/punctuliger/hypneleus da regido oeste para o extremo leste da
Amazonia. Uma possibilidade é que durante periodos glaciais, com uma diminuicdo da
vazdo dos rios amazonicos e retracdo da vegetacdo florestal (particularmente na
Amazonia oriental; Cheng et al., 2013), a vegetacdo de florestas de terra-firme dos
escudos se fragmentou, enquanto um corredor oeste-leste de florestas de varzea ao
longo do rio Amazonas tenha se formado os sistemas de varzea de toda a bacia. O
corredor pela margem sul do Amazonas através do qual o ancestral de
pulmentum/punctuliger/hypneleus atingiria o leste da Amazonia seria possivel, uma vez
que B. interior ndo é comum em areas de varzea (dado retirado de etiquetas de
espécimes depositados em museus). No extremo leste, sobretudo a margem sul préxima
a foz do Rio Amazonas, encontra-se uma regido que durante o Pleistoceno foi
caracterizada por um intenso dinamismo (na porcdo norte das areas de endemismo

Xingu e Belém) (Rossetti & Gdes, 2008). O desenvolvimento dessa regido, alem da
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influéncia do Rio Amazonas, sofreu grande influéncia do Rio Tocantins e das
recorrentes mudancas no nivel do mar, devido as glaciacdes (Rossetti, 2001; Rossetti et
al., 2007). Atualmente a regido é composta por um intrincado conjunto de paleocanais,
que atestam a complexa rede fluvial que era caracteristica dessa regido, também de
terras baixas e matas alagadas (Rossetti & Goes, 2008). Este pode ter sido um cenario

propicio ao desenvolvimento de hypneleus no leste amazénico.

O ultimo evento de cladogénese no complexo ocorreu ha cerca de 0,96 milhdes
de anos (0,16-1,76 m.a. atrds) entre B. p. pulmentum e B. p. punctuliger, populactes
separadas pelo Rio Solimdes, cuja formacdo estd relacionada aos estagios finais da
drenagem do sistema Pebas, durante o Plio-Pleistoceno (Campbell et al., 2006). E
importante frisar que rios, como barreira vicariante entre os interflivios, ndo séo a Gnica
causa da separacdo de linhagens. Geralmente os grandes rios amazonicos também
delimitam compartimentos tectdnicos com distintas unidades sedimentares (Rossetti et
al., 2005). Estas unidades acabam por gerar regides com solos e até fitofisionomias
distintas, causando diferenciacdo entre as biotas de lados opostos dos rios (Aleixo &
Rossetti, 2007).

A distribuicdo das espécies mais proximamente relacionadas de B. tamatia, a
trans-andina B. noanamae e aquela ao norte do Rio Orinoco para Hypnelus ruficollis
(Witt, 2004), indicam que o ancestral deste clado todo habitou provavelmente a porcéo
oeste da Amazodnia e América do Sul. Nesse contexto, o padrdo de diversificacdo no
complexo B. tamatia poderia se assemelhar aquele proposto para espécies associadas a
florestas alagadas da Amaz6nia, que teriam se expandido para toda a Amazénia a partir
das bacias sedimentares do oeste da bacia (Aleixo, 2006; Aleixo & Rossetti 2007). As
especies que se diversificaram primeiramente no oeste amazonico do fim do Neogeno e
comeco do Quaternario, provavelmente possuiam caracteristicas ecoldgicas generalistas
devido ao dinamismo da paisagem nas bacias sedimentares dos oeste amazonico,
podendo ocupar diferentes tipos de ambiente, como ocorre em Aburria, Pteroglossus e
Ramphastos (Eberhard & Bermingham, 2005; Grau et al., 2005; Weckstein, 2005). Essa
é uma caracteristica comum a B. tamatia, que ocorre em florestas de varzea, perturbadas

e no interior de florestas de terra-firme ao longo de igarapés.

Uma das possibilidades apoiada pelos padrbes filogeograficos e de genética

populacional recuperados para o complexo B. tamatia, € uma separacdo inicial entre
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uma linhagem que se diferenciou nos escudos brasileiros e das guianas, penetrando nas
florestas de terra-firme destas Gltimas formacOes através de igarapés e outra que se
diferenciou principalmente em florestas de varzea associadas a bacias sedimentares do
oeste da Amazonia e que substituiram a partir do Plio-pleistoceno o sistema Pebas na
regido (Figuras 2 e 5; Tabelas 1). Esse primeiro episodio de cladogénese no complexo
seria explicado pela conexao entre as bacias hidrograficas do oeste e leste da Amazonia
a partir da superacao do arco do Purus pelo proto Amazonas-Solimdes. Posteriormente,
com a estruturacdo dos rios da bacia, houve a separacdo pelo rio Amazonas das
populagdes das linhagens associadas a florestas de terra-firme nos escudos brasileiro e
das guianas. Com o aumento da subsidéncia nas porcdes central e oriental da Amazénia,
inclusive a parte norte do escudo brasileiro e a foz do Amazonas, com a consequente
expansdo da bacia sedimentar do Amazonas, condi¢des propicias foram criadas para
colonizacdo da regido pela linhagem do complexo B. tamatia associada as bacias
sedimentares do oeste da Amazoénia e florestas de varzea. Nesse sentido, o padrédo de
diversificacdo no complexo B. tamatia € Unico também com relacdo ao de outras
linhagens associadas a florestas alagadas na Amazonia, ja que nestas nenhuma estrutura
filogeogréfica foi verificada e uma expanséo populacional relativamente recente (datada
aproximadamente do final do Gltimo periodo glacial, hd cerca de 20.000 atras) foi
inferida (Aleixo, 2006; Aleixo & Rossetti, 2007). No caso do complexo B. tamatia ha
uma grande estruturacao filogeografica mesmo no clado associado a florestas de varzea
e bacias sedimentares do oeste e extremo leste da Amazoénia (B. p. pulmentum, B. p.
punctuliger e B. p. hypneleus Figura 2 e 5; Tabela 3), embora existam indicios de fluxo
génico entre B. p. hypneleus e as populacGes alopétricas do oeste (B. p. pulmentum e B.
p. punctuliger), conforme atestado pela posicdo filogenética do espécime do baixo
Madeira discutido acima (MPEG 73780). Evidéncia de um processo de coalescéncia
ainda ndo completo também é demonstrada pela arvore de espécies, que encontrou um
baixo apoio para a monofilia reciproca de B. p. pulmentum (filogrupo E) e B. p.
punctuliger (filogrupo D; Figura 4). Uma amostragem mais intensa € necessaria na
calha do Amazonas entre os baixos rios Madeira e Xingu para verificar se a area é
habitada por popula¢bes do complexo B. tamatia intermediarias entre aquelas das bacias
sedimentares do Solimdes (a oeste) e Amazonas (a leste), deixando, portanto claro a
conexao atual entre as mesmas. No entanto, mesmo o espécime coletado mais proximo
(ca. 30 km) da calha do Amazonas nessa regido (MPEG 62228, de Juruti; C9 nas

Figuras 1 e 2) e incluido no presente estudo pertence indiscutivelmente ao filogrupo C
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(B. interior), associado a igarapés dentro de florestas de terra-firme (Figura 2). Em
conjunto, esses dados mostram uma complexa histéria evolutiva, que parece indicar
padr@es filogeograficos distintos em ambientes de varzea e terra-firme a partir de uma
separacdo inicial de linhagens ligadas a estes ambientes.
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CONCLUSOES

O presente estudo revelou uma complexa historia evolutiva para o complexo
Bucco tamatia, destacando uma marcante incongruéncia entre a classificacdo
taxonémica tradicional e os padrfes genéticos identificados. Atraves de uma abordagem
filogeogréafica multilocus, foram identificados cinco filogrupos distintos, com
distribuicdo geografica coerente com areas de endemismo amazonicas e separados por
barreiras geograficas significativas, como grandes rios. Os dados genéticos e as analises
de coalescéncia indicam a existéncia de, no minimo, trés espécies bioldgicas e cinco
espécies evolutivas/filogenéticas no complexo, com baixa ou inexistente troca génica

entre elas, reforcando a hipotese de independéncia evolutiva.

As andlises filogenéticas também revelaram a parafilia do género Bucco,
reforcando a necessidade de revisdo taxondmica e a adocao do género Nystactes para o
grupo em estudo. Ainda que diferencas morfoldgicas entre os filogrupos sejam sutis ou
ausentes, os padrdes genéticos, histéricos e geograficos encontrados justificam o

reconhecimento formal de novas espécies e subespécies dentro do complexo.

Por fim, os padrBes temporais e espaciais de diversificacdo identificados
refletem eventos geoldgicos e paleoambientais importantes na formacgdo da paisagem
amazonica atual, como a superacdo do Arco do Purus e o estabelecimento da drenagem
transamazonica. O complexo B. tamatia mostra um grau elevado de estruturacao
filogeogréafica, mesmo entre populacdes associadas a ambientes alagados, contrastando
com padrdes observados em outras aves amazonicas. Esses resultados ressaltam a
importancia de se considerar multiplas linhas de evidéncia para a delimitacdo de
espécies e contribuem significativamente para a compreensdo da biogeografia e

evolucdo da avifauna amazonica.
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ANEXO - Sumério das amostras de tecido muscular de B. tamatia utilizadas nas

analises moleculares deste estudo.

VOUCHER PAIS ESTADO LOCALIDADE CODIGO TAXON

. Ilha do Marajo, Ponta de Pedras, Fazenda Santa
MPEG 57833 Brasil Para Maria. B2 hypneleus

) Ilha do Marajo, Municipio de Chaves, cerca de 4
MPEG 58050 Brasil Para kS, B1 hypneleus
MPEG 66798 Brasil Para Oriximind, Lago Sapucua, Comunidade Casinha. A6 tamatia
MPEG 69855 Brasil Paré Oriximind, Lago Sapucud, Comunidade Casinha. A2 tamatia
MPEG 69854 Brasil Paré Oriximind, Lago Sapucud, Comunidade Casinha. A3 tamatia
MPEG 62517 Brasil Amazonas Japura, Rio Acanaui. E2 pulmentum
MPEG 62518 Brasil Amazonas Japurd, Rio Acanaui. E3 pulmentum
MPEG 62519 Brasil Amazonas Japurd, Rio Acanaui. E4 pulmentum
MPEG 69853 Brasil Paré Oriximind, Lago Sapucug, Comunidade Casinha. A4 tamatia
MPEG 65285 Brasil Para Rio Xingu, Ilha Bela Vista. B3 hypneleus
MPEG 65363 Brasil Para Alenquer, ESEC Grao-Para. A5 tamatia
MPEG 65364 Brasil Paré Alenquer, ESEC Grao-Para. A8 tamatia
MPEG 61712 Brasil Paré Portel, FLONA do Caxiuand, Plot PPBIO. B4 hypneleus
MPEG 62516 Brasil Amazonas Japurd, Rio Mapari. E5 pulmentum
MPEG 66634 Brasil Para Obidos, ESEC Gréo-Para. Al tamatia
MPEG 69931 Brasil Para Faro, Vila Maracand, Rio Xingu. Al5 tamatia
MPEG 62228 Brasil Para Juruti, Projeto Juruti/Alcoa, Localidade Mutum. C9 interioir
MPEG 58372 Brasil Acre Parque Nacional Serra do Divisor, Tabocal. D3 puntuliger
MPEG 64611 Brasil Para FLOTA de Faro, ca 70 km NW de Faro. Al6 tamatia
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MZUSP 88072

MZUSP 85960

MZUSP 85965

MZUSP 89775

MNRJ 47850

MNRJ 47908

LSUMZ 35697

LSUMZ 20222

LSUMZ 42265

LSUMZ 5064

LSUMZ 14722

LSUMZ 14727

LSUMZ 14820

LSUMZ 14841

LSUMZ 15320

INPAA 035

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Peru

Peru

Bolivia

Bolivia

Bolivia

Bolivia

Bolivia

Brasil

Para

Para

Para

Para

Para

Para

Amazonas

Amazonas

Amazonas

Fazenda Fartura, Santana do Araguaia

Rod. PA254, 5km da Com.Jatuarana, Prainha

Rod. PA254, 5km da Com.Jatuarana, Prainha

Prainha

Base da Aeronautica, Serra do Cachimbo,

Municipio de Novo Progresso

Base da Aeronautica, Serra do Cachimbo,

Municipio de Novo Progresso

N bank Rio Solimdes, ca 4.5 km NE S&o Paulo

de Olivenga

Manaus, km 34 ZF-3, Faz Esteio, ca 80 km N.
Manaus

Loreto Department: S Rio Amazonas, ca 10km
SSW mouth Rio Napo on E bank Quebrada

Vainilla

Loreto Department: 7km SW Jeberos

Santa Cruz Department : Serrania de Huanchaca,
25km SE Catarata Arco Iris

Santa Cruz Department : Serrania de Huanchaca,
25km SE Catarata Arco Iris

Santa Cruz Department : Serrania de Huanchaca,
21km SE Catarata Arco Iris

Santa Cruz Department : Serrania de Huanchaca,
21km SE Catarata Arco Iris

Santa Cruz Department : Velasco, Pre Parque
Nacional Noel Kempff Mercado, 30 kn E

Aserradero Moira

ca 24 km NNE Tefé, margem esquerda Rio

Solimdes, "Parana Jatuarana”

Cl

A9

Al8

Al7

C2

C8

E3

Al4

D2

D4

C3

C4

C5

C7

C6

El

interior

tamatia

tamatia

tamatia

interior

interior

pulmentum

tamatia

punctuliger

punctuliger

interior

interior

interior

interior

interior

pulmentum
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INPAA 3512

AMNH 2947

MPEG 73780

MPEG TAI

MPEG 74300

MPEG 74301

MPEG 74302

MPEG SRR032

AMNH 786999

Brasil

Venezuela

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Brasil

Colbmbia

Rondbnia

Amazonas

Para

Para

Para

Para

Roraima

Margem esquerda do Rio Madeira, 90 km, ao
SW de Porto Velho

Rio Carapo; Guaiquinima

Municipio de Autazes, margem esquerda do Rio

Madeira.

Tailandia, Complexo Industrial Agropalma

Oriximind, Lago Sapucua, Comunidade Casinha.

Oriximind, Lago Sapucua, Comunidade Casinha.

Oriximind, Lago Sapucud, Comunidade Casinha.

Bonfim, Fazenda Igarapé da Vaca

N Chocd, Rio Sucio

D1

Al3

D5

B5

Al0

All

Al2

A7

punctuliger

tamatia

punctuliger

hypneleus

tamatia

tamatia

tamatia

tamatia

B. noanamae




