Pos-Graduacdo

/@OLOGI A

MPEG/UFPA

MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOLOGIA
CURSO DE MESTRADO EM ZOOLOGIA

FILOGEOGRAFIA DE TRES ESPECIES DE PASSERIFORMES
(SUBOSCINES) NA REGIAO DO BAIXO TOCANTINS - ILHA DO
MARAJO - PARA.

BELEM-PA
2008

MAYA SONNENSCHEIN FACCIO

Dissertacdo  apresentada  ao
Programa de Pos-graduagdo em
Zoologia, Curso de Mestrado,
do Museu Paraense Emilio
Goeldi e Universidade Federal
do Pard como requisito parcial
para obtencao do grau de mestre
em Zoologia.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre
Aleixo



i

MAYA SONNENSCHEIN FACCIO

FILOGEOGRAFIA DE TRES ESPECIES DE PASSERIFORMES
(SUBOSCINES) NA REGIAO DO BAIXO TOCANTINS - ILHA DO

MARAJO - PARA.

BELEM-PA

2008

Dissertacdo  apresentada  ao
Programa de Pos-graduagdo em
Zoologia, Curso de Mestrado,
do Museu Paraense Emilio
Goeldi e Universidade Federal
do Pard como requisito parcial
para obtencao do grau de mestre
em Zoologia.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre
Aleixo



AJL’J]iO Marcos Kojima
For nossos sonhos
For nossos ideais

E_ PC!O NOSsSsoO amor

il



v

Sc ha pessoas que nao cstudam, ou que, se estudam nio aproveitam, elas que nao

se clesencorajcm e nao desistam.

Sc ha pessoas que ndo interrogam os homens instruidos para esclarecer as suas
davidas ou o que ignoram, ou que, mesmo interrogando-os, ndo conseguem tornar-se
que g , ouque, 3 ) 3

mais instruidas, elas que ndo se dcscncorajcm e ndo desistam.

Sc ha pessoas que nao meditam ou que, mesmo que meditcm, ndo conseguem
aclquirir um conhecimento claro do Priﬂcipio do bcm, clas que nao se dcsencorajem e

nao desistam.

Se ha pessoas que ndo c{is’cinguem o bem do mal ou que, mesmo que distingam, nao

tém uma Percepqéo clara e niticla, clas que ndo se clesencorajem e ndo desistam.

Se ha pessoas que nao Praticam o bem ou que, mesmo que o Pratiquem, nao Poclem

aPlicar nisso todas as suas Forqas, clas que ndo se clesencorajem e ndo desistam.

O que outros fariam numa sé vez, elas o fardo em dez, o que outros fariam em cem
vezes, elas o farao em mil, porque aquele que seguir verdadeiramente esta regra da
perseveranca, por mais ignorante que seja, tornar-se-a uma pessoa esclarecida, por

mais fraco que seja, tornar-se-4 necessariamente forte.

Confucio
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RESUMO

A regido do Baixo Tocantins - ilha do Marajo ¢ excelente local para se realizar um
estudo de integracdo de dados geologicos e bioldgicos visando-se a compreensao dos
processos de diversificacdo de espécies. Foram estimados pardmetros de genética
populacional e realizadas analises filogenéticas das popula¢des amostradas utilizando-se
o gene ND2, relacionando-os com o cendrio geoldgico proposto para a evolucdo da
regido. Foram utilizadas inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanga para
reconstrucdo de filogenias intraespecificas, redes de haplotipos e o teste de desvio de
neutralidade R2, AMOVA, Fsr e Nm para as andlises populacionais, para trés espécies
de aves Passeriformes: Xiphorhynchus spixii e Glyphorynchus spirurus
(Dendrocolaptidae) ¢ Willisornis poecilinotus (Thamnophilidae). As populagdes de X.
Spixii ndo apresentaram estruturacdo geografica, exibindo altos niveis de fluxo génico
entre elas. A arvore filogenética de G. spirurus apresentou um grupo de haplétipos
unicos da ilha do Marajé (IM) e um grupo irmao contendo hapldtipos pertencentes as
areas de endemismo Xingu (XI), Belém (BE) e IM. Essa topologia indica um aparente
contato secundario recente na IM entre uma populagdo isolada e endémica da propria
ilha com populacdes do continente (XI). A arvore obtida para W. poecilinotus
apresentou uma topologia semelhante aquela de G. spirurus, indicando que a formagao
da IM provavelmente atuou de maneira similar em diferentes espécies, com similares
capacidades de dispersdo, gerando padroes filogeograficos concordantes. Comparando-
se as trés espécies, concluimos que X. spixii possui maior capacidade de dispersao
respondendo de maneira distinta a0 mesmo efeito vicariante. Estimativas do relogio

molecular para o nd que separa o grupo de hapldtipos endémicos da ilha do Marajo
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mostram que tanto as popula¢des de G. spirurus, quanto as de W. poecilinotus sao muito
mais antigas que os eventos que levaram a separacdo total da IM em relagdo ao
continente (aproximadamente 10.000 anos AP), com uma idade estimada
aproximadamente 747.000 anos AP para G. spirurus e 798.000 anos AP para W.
poecilinotus, indicando que outros processos vicariantes anteriores a separacdo total da

ITha do Maraj6 poderiam ter separado essas populagdes endémicas da ilha.
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ABSTRACT

The area of the lower Tocantins river—Marajo Island is an excellent place to carry out a
study integrating geological and biological data to understand processes responsible for
the diversification of species in the Amazon. Population genetics and phylogenetic
analyses of populations of three selected bird species (Xiphorhynchus spixii and
Glyphorynchus spirurus - Dendrocolaptidae and Willisornis poecilinotus -
Thamnophilidae) were carried out employing the mitochondrial gene ND2, and related
to the geological scenario proposed for the landscape evolution in the area. Estimates
based on maximum likelihood and Bayesian inference where used to infer intraespecific
phylogenies and haplotype networks, in addition to tests for deviation of neutrality R2,
AMOVA, Fst e Nm, which were employed in population genetic analyses of the three
selected species. Xiphorhynchus spixii showed no phylogeographic structure and high
levels of gene flow among all populations analyzed. The phylogenetic trees recovered
for G. spirurus populations presented one group of haplotypes endemic to the Marajo
Island (IM) sister to a second group with the remaining haplotypes belonging to all
three areas analyzed; these topologies imply an apparent secondary contact between
isolated endemic populations of IM with those of the continent. The tree obtained for W.
poecilinotus was similar to that of G. spirurus, indicating that the formation of IM
might have affected in a similar way populations of those two species sharing similar
dispersion abilities. On the other hand, the lack of phylogeographic structure detected
for X.spixii might have been caused by a higher dispersal capacity, thus leading to a
different response to the same set of vicariant events. Molecular clock estimates for the

node separating haplotypes endemic to IM from those found in all three areas were
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747.000 years BP in G. spirurus and 798.000 years BP in W. poecilinotus, thus older
than the estimated separation of the IM from the continent (near 10.000 years BP) based

on geological data.
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1. INTRODUCAO

1.1 DIVERSIFICACAO HISTORICA DE AVES AMAZONICAS

A avifauna da regido amazonica ¢ uma das mais ricas e diversas do mundo.
Compilagdes recentes indicam que existem pelo menos 1294 espécies de aves na
Amazonia, sendo que aproximadamente 265 sdo endémicas (Stotz et al. 1996;
Rylands et al. 2002). As aves vém desempenhando um papel central na tentativa de
entender a histéria da Amazonia e a evolugcdo da sua biodiversidade. Apesar da
relativa facilidade com que muitos tipos de informagdo sdo coletados sobre aves, a
diversificacdo desse grupo nos Neotropicos ainda estd longe de ser bem
compreendida (Bates 2001).

Alfred Russel Walace (1852) foi o primeiro a formular hipoteses para a
diversificacao historica dos vertebrados Amazonicos. Walace (1853) também foi o
pioneiro em estudos ornitoldgicos na regido do arquipélago do Marajo, e desde entdo a
compreensdo dos fatores responsaveis pela origem do alto grau de especiagdo das aves
amazoOnicas vem fascinando os cientistas.

A maioria das teorias propostas para a diversificacdo de aves amazonicas inclui
a percepcao de que muitos taxons de aves apresentam uma distribuicdo congruente e
ndo aleatoria, sendo esse um dos aspectos indispensaveis para a compreensdo da
evolugdo de aves neotropicais (Marks et al. 2002). A concordancia da posi¢ao
geografica de linhagens reconhecidas e as medidas temporais de diversificacdo dessas

linhagens podem fornecer tanto um teste de modelos geograficos especificos de
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especiagdo quanto identificar processos historicos que atuaram congruentemente em
uma variedade de taxons (Patton e Silva 2001). Considerando as informagdes
disponiveis sobre os vertebrados terrestres, pode-se notar que a maioria das espécies de
vertebrados amazonicos, especialmente aves e primatas (Snethlage 1910, Sick 1967,
Haffer 1969, 1992, Caparella 1988, Ayres e Clutton-Brock 1992) nao ¢ aleatoriamente
distribuida através da regido, mas ocorrem em regioes claramente delimitadas
chamadas “areas de endemismo” (a partir de agora abreviadas como AE) (Silva et al.
2005). Essas areas sao importantes porque elas sao as menores unidades geograficas
para andlises de biogeografia historica e conseqlientemente sdo as bases para a
constru¢do de hipdteses sobre os processos responsaveis pela formacdo da biota

Amazonica (Cracraft 1985, 1994; Morrone 1994, Morrone e Crisci 1995).
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Figura 1. Areas de endemismo na Amazonia baseadas na distribuigdo de vertebrados terrestres
(modificado de: Silva et al. 2005).
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Entre as diversas teorias de diversificacio AmazoOnica, algumas apresentam
destaque pela polémica gerada e pela sua contribuigdo para a compreensao dos padroes
atuais de distribui¢do de espécies. Entre as hipdteses mais conhecidas de diversificagao
histérica de espécies da Amazonia estdo: a sublevagao dos Andes (Chapman 1917), os
refugios florestais pleistocénicos (Haffer 1969), a teoria dos rios como barreiras
geograficas (Sick 1967) e as transgressdes marinhas (Nores 1999, Bates 2001) a
maioria baseada em mecanismos vicariantes de especiagao (revisdes em Haffer 1997).
Nesse trabalho serdo abordadas principalmente as hipoteses dos rios como barreiras
geograficas, a teoria dos refugios florestais e as transgressdes marinhas do Mioceno.

Wallace (1852) foi o primeiro a propor que os rios amazoOnicos estariam
limitando a distribuicdo geografica de algumas espécies. Ele observou que espécies
aparentadas de primatas substituiam-se geograficamente € que estavam separadas entre
si pelos grandes rios Amazonas, Solimdes, Negro e Madeira. Snethlage (1910)
observou que o padrdao observado por Wallace poderia explicar a origem de algumas
espécies de aves, mas segundo ela mesma “os mesmos rios largos e luminosos que
servem de via de comunicagdo aos passaros campestres, ajudam a separar espécies
silvestres, geralmente tenras ¢ acostumadas a semi-obscuridade do sousbois”. Sick
(1967) elaborou algumas observagdes baseadas nas propostas de Wallace e Snethlage
propondo que os precursores de muitas espécies de aves atuais sdo anteriores a
configuracdo atual da drenagem dos rios Amazonicos ¢ que o estabelecimento da
drenagem atual fragmentou essas espécies ancestrais causando isolamento geografico,
divergéncia genética e especiacdo e ainda, que o “efeito barreira” dos rios seria mais

forte para espécies florestais.
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Sob a perspectiva filogeografica, a hipétese dos rios como barreiras geograficas
prevé primeiramente, que espécies e clados irmaos intraespecificos apresentariam
quebras genéticas através de margem opostas dos principais rios amazonicos,
adicionalmente, dados filogeograficos e de genética de populagdes poderiam distinguir
entre cenarios de divergéncia primaria através dos rios, de contatos secundarios ao
longo dos rios entre taxons nao-irmaos que se diversificaram em outros lugares (Moritz
et al. 2000). Segundo, devido as cabeceiras de muitos rios amazonicos serem mais
estreitas que a foz desses rios, ¢ esperada uma gradual diminui¢do do efeito de barreira
dos rios de sua foz até sua cabeceira (Haffer 1992). Assim, a similaridade genética entre
populagdes de margens opostas dos rios seria maior nas cabeceiras do que na foz dos
rios (Gascon et al. 2000).

Caparella (1988) desenvolveu um dos primeiros trabalhos de genética com a
finalidade de testar a teoria dos rios como barreiras geograficas. Baseando-se em um
estudo de alozimas detectou quebras genéticas entre populagdes de aves que
apresentavam ou nao diferencas morfologicas em margens opostas do rio Amazonas,
mostrando que a divergéncia genética entre as populagdes era uma evidéncia de que o
rio estaria agindo como barreira geografica, separando essas populagdes e prevenindo o
fluxo génico entre elas.

Um estudo sobre variacdo morfologica ao longo do rio Tocantins verificou que
de 75 espécies de aves suboscines estudadas, 13 apresentaram diferencas fenotipicas na
plumagem ¢ 11 em medidas corpéreas (Thamnophili e Furnarii) entre populagdes de
aves de margens opostas deste rio (Coltro 2003). Bates et al. (2004) estudaram aves
amostradas em margens opostas do Rio Teles Pires, na cabeceira do Rio Tapajds, e

encontraram niveis varidveis de diferenciacdo genética com zonas de contato entre
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membros de espécies e pares de subespécies aleatoriamente distribuidos nessa regiao,
com poucas zonas de contato seguindo o curso do rio propriamente dito.

Assim, a hipotese dos rios como barreiras geograficas ¢ corroborada
especialmente para rios de agua preta e agua clara como aqueles localizados no Escudo
Brasileiro. Alternativamente, os rios Amazodnicos da regido oeste que ocorrem em
bacias sedimentares, sdo mais recentes € menos estaveis, sofrendo freqlientes migragoes
laterais de canal, responsaveis por transferéncias de grandes pedacos de terra através do
rio. Que acabam por transportar passivamente, mesmo aqueles animais de baixo poder
de dispersdo, consequentemente, diminuindo o efeito de barreira do rio (Salo et al.
1986, Haffer 1992, Colwell 2000).

Haffer (1992) argumentou que a distribuicdo de espécies amazoOnicas nao
poderia se explicada somente pela teoria dos rios como barreiras. Entre os principais
pontos discutidos estdo: (1) a ocorréncia de numerosas zonas de contato entre
subespécies amazonicas que ndo estdo necessariamente relacionadas as margens dos
grandes rios, (2) o problema da especiacao de aves de dossel com altas capacidades de
dispersdo e (3) a especiacdo de aves que habitam areas alagaveis, como as varzeas € 0s
igapds. Além disso, ele discutiu se a atual ocorréncia de diferenciacao de espécies entre
margens opostas dos rios seria originada de vicariancia in situ ou se essa diferencia¢do
teria ocorrido em outros locais e os rios estariam apenas limitando a distribuigdo atual
desses taxons.

A principal hipoétese formulada por Haffer (1969) e quase simultaneamente
proposta Vanzolini e Willians (1970) para explicar o alto grau de diferenciagdo de
espécies amazonicas, foi a teoria dos refugios florestais, baseada na idéia de que a

floresta atual estaria isolada em fragmentos em um mar de savanas em periodos
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coincidentes com os picos glaciais do Pleistoceno. Essa idéia teve apoio de um numero
consideravel de pesquisadores (Brown et al. 1974, Brown 1982, Mayr e Ohara 1986,
Fjeldsa 1994). Entretanto, nenhum destes estudos pode excluir outras hipoteses que
expliquem os padrdes observados (Nores 1999, Bates 2001, Aleixo 2004, Aleixo e
Rossetti 2007). Entre as principais criticas ao modelo dos refugios florestais estdo (1)
estudos paleoclimaticos e geoldgicos falharam em apoiar a existéncia de florestas
pluviais altamente fragmentadas durante o Pleistoceno (Colinvaux et al. 1996, 2000,
2001) e (2) a auséncia de um modelo geografico esperado a priori, que possa ser testado
por métodos filogeograficos (Patton e Silva 1998). Diversos autores mostraram que
muitas estimativas de tempo de divergéncia entre os tdxons irmdos neotropicais
precedem o periodo Pleistocénico (Caparella 1988, Hackett 1993, Hacket e Rosenberg
1990, Bush 1994, Avise e Walker 1998, Moritz et al. 2000, Wilf et al. 2003, Cheviron
et al. 2005, Weir 2006). Entretanto, Solomon et al. (2008) utilizando analises
filogeograficas combinadas a modelagem de paleodistribuicdes de espécies de formigas
do género Atta no periodo do ultimo maximo glacial, rejeitaram a hipotese de rios como
barreiras geograficas, mas ndo puderam rejeitar varias previsdes das hipoteses dos
refigios pleistocénicos e das incursdes marinhas, propondo que esses dois processos
teriam atuado na estruturagdo das populagdes das espécies estudadas.

A hipdtese das incursdes marinhas, proposta por Nores (1999) supde que uma
parte substancial da diversidade de aves teria se originado durante aumentos no nivel do
mar de aproximadamente 100m no Quaternario e Terciario tardio. Essas transgressoes
teriam fragmentado a Amazonia em um grande numero de verdadeiras ilhas e
arquipélagos, entdo favorecendo a especiagdo alopatrica. Aumentos do nivel do mar e

mudangas na vegetagdo (por aridez ou esfriamento) teriam impulsionado a especiagdo e
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perturbagdes locais e outros processos teriam mantido essa diversidade. Bates (2001)
utilizando analises de parcimonia de endemicidade de passeriformes e dados de estudos
filogenéticos, sugeriu que a divergéncia primdaria de taxons amazdnicos envolveu
vicariancia entre trés regides principais da Amazodnia: a regiao nordeste correspondendo
a AE Guianas, a regido oeste com AE Napo e AE Inambari e a regido sudeste com AE
Para (AE Tapajos mais AE Xingu, segundo Silva et al. 2005) ¢ AE Belém. Essa
hipétese sugere que as outras duas areas de endemismo de aves geralmente
reconhecidas, AE Rondonia ¢ AE Imeri, contém tdxons que provavelmente sao
derivados de populacdes que se moveram até essas areas a partir dessas trés regioes
basais.

A partir de estudos filogeograficos do género Xiphorhynchus, Aleixo (2002,
2004, 2006) testou quatro hipdteses de diversificagdo de espécies amazonicas: as
hipoteses dos gradientes (Endler 1982), dos rios como barreiras geograficas (Gascon et
al. 2000), dos reftigios e das incursdes marinhas do Mioceno (Bates 2001). Duas das
quatro hipdteses testadas foram corroboradas: os rios como barreiras geograficas e as
incursdes marinhas do Mioceno. A hipotese das incursdes marinhas do Mioceno
também foi corroborada pelo trabalho de Lovejoy et al. (2006) que examinando
filogenias, distribuicdes geograficas e estimativas de idade de quatro grupos de peixes
de agua doce derivados de espécies marinhas, detectou padrdes compativeis com a
diversificacdo durante o Mioceno a partir de grupos irmaos de peixes marinhos
distribuidos ao longo da costa norte da América do Sul.

Em uma revisdo recente, Aleixo e Rossetti (2007) verificaram que esse cendrio
historico pode ser estendido para outras linhagens de aves amazonicas, indicando que a

maioria das linhagens de terra firme encontradas hoje em dia no oeste da Amazodnia, sdo
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associadas as linhagens mais basais do Escudo Brasileiro, Escudo das Guianas e dos
Andes.

As hipoteses de diversificagcdo historica de espécies da Amazonia mencionadas
acima foram fundamentais no fomento de estudos evolutivos na regido amazonica,
entretanto, hipoteses que se baseiam apenas em mecanismos vicariantes podem ser
muito simplistas. Diversos estudos filogeograficos com aves amazonicas sugerem que
mecanismos vicariantes, assim como processos de expansao demografica e populacional
podem atuar em diversas escalas espaciais € temporais para gerar os padrdes de
diversidade encontrados atualmente (Aleixo 2002, 2004, 2006, Cheviron et al. 2005,

Aleixo e Rossetti 2007).

1.2 A FILOGEOGRAFIA

O termo filogeografia foi empregado pela primeira vez por Avise (1987) e surge
da integracdo conhecimentos das areas da biologia molecular, biogeografia, geologia e
paleontologia, visando a identificacao de padroes de diferenciagdo genética através das
paisagens e a reconstrucdo da historia evolutiva de taxons filogeneticamente
relacionados em uma determinada regiao (Avise 2000).

Desde seu surgimento, a filogeografia vem gerando novas possibilidades de
compreensdo dos processos geradores de biodiversidade tanto na escala macro-
evolutiva, quanto na escala micro-evolutiva (Avise 1987, Berminghan e Moritz 1998).
Portanto, a filogeografia possibilitou o estabelecimento de um elo entre os estudos de
processos de micro e macroevolucdo. A base inicial para essa ponte sdo as analises do

DNA mitocondrial (mtDNA) e de microssatélites que permitem a construcdo de
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hipéteses genealogicas entre populagdes, espécies e niveis taxonOmicos mais altos
(Berminghan e Moritz 1998).

A abordagem filogeografica consiste na integracdo de componentes de
distribuicao geograficos e filéticos (genealdgicos) entre populacdes e espécies
aparentadas (Harrison 1991). Essas distribuigdes podem ser contrastadas com
expectativas especificas de relagdes geograficas entre populagdes ancestrais anteriores a
divergéncia sob trés modelos principais de formagdo de espécies: alopatricos,
parapatricos e simpatricos (Harrison 1991). Mais especificamente, filogeografias podem
ser usadas para inferir o tempo de especia¢ao para grupos com poucos registros fosseis,
como ¢ o caso da maioria dos vertebrados tropicais (Moritz et al. 2000).

A filogeografia ¢ adotada atualmente para tentar distinguir efetivamente entre
hipoteses concorrentes de diversificagao de espécies (Patton e Silva 1998, Silva e Patton
1998, Lougheed et al. 1999, Moritz et al. 2000). Diversos estudos proporcionam
evidéncias de que a geologia e a evolugdo da paisagem estao fortemente ligadas com o
tempo ¢ o modo de diferenciacdo das aves amazonicas (Aleixo 2006, Pereira e Baker
2004, Ribas e Miyaki 2004, Ribas et al. 2005). Recentemente, estudos filogeograficos
com aves Amazodnicas t€ém ajudado a esclarecer o contexto espacial e temporal da
diversificacao destes organismos, o que pode ser diretamente comparado a cendrios

geologicos especificos (Marks et al. 2002, Aleixo 2004).
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1.3 A HISTORIA GEOLOGICA AMAZONICA E SUAS IMPLICACOES PARA A

BIOGEOGRAFIA HISTORICA DE AVES

A Amazonia tem uma histéria geoldgica complexa, com formacdes de diferentes
idades, composi¢des e historias, distribuidas em partes distintas da bacia (Oliveira e
Leonardos 1943). Essencialmente, o escudo Brasileiro e o das Guianas (distribuidos na
Amazonia central e leste, respectivamente), sdo compostos de rochas antigas do
Paleozoico e Pré-Cambriano, ao passo que uma imensa bacia sedimentar composta e
mais recente desenvolveu-se no oeste da Amazonia (Costa e Hasui 1997).

Estudos recentes t€ém aumentado nossa compreensao da historia geologica da
Amazonia durante o Terciario tardio e Quaternario, dois periodos considerados criticos
para a diversificag¢ao recente da avifauna amazonica (Rossetti et al. 2005).

Essencialmente, enquanto as porcoes leste e do escudo Brasileiro e das Guianas
(da cidade de Manaus até o leste) permaneceram geralmente estaveis desde o Cretadceo
tardio (com erosdo, mas limitada deposi¢do de sedimentos), o oeste da Amazodnia
experimentou uma historia sedimentar altamente dindmica. Isso ¢ evidenciado pela
presenca de depositos formados em um extenso ambiente lacustre no Mioceno recente-
intermediario que evoluiu em uma sucessdo de cinco unidades sedimentares
desenvolvidas principalmente durante o Quaternario, coberto hoje em dia por um
complexo mosaico de diferentes tipos de vegetagdo (Rosseti et al. 2005).

Este cenario geoldgico essencialmente dicotdomico, onde os escudos Brasileiro e

das Guianas s3o mais estaveis que as dindmicas bacias sedimentares do oeste, pdde
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gerar novas previsoes sobre as relacdes filogeograficas entre taxons relacionados
distribuidos atualmente na Amazonia (Aleixo 2004, 2006, Aleixo e Rossetti, 2007).

Assim, a dinamica geologica das areas alagaveis da Amazonia provavelmente
constituiu ambiente indspito para espécies de terra firme até pelo menos o Mioceno
tardio, quando o extenso “Lago Pebas” secou, e organismos associados com a floresta
de terra firme provavelmente comegaram a colonizar essa imensa area (Rosseti et al.
2005). Entretanto, o desenvolvimento subseqiiente do oeste das bacias sedimentares
amazonicas em resposta a migragdes de canais e reorientagdes de rios em larga escala
(Rosseti et al. 2005) podem ter criado um ambiente extremamente dindmico com
rapidas mudangas vegetacionais € continua alternancia entre floresta de terra firme e
florestas alagéaveis. Conseqiientemente, como foi sugerido para o género
Xiphorhynchus, linhagens de espécies de floresta de terra firme que habitam hoje o
oeste da Amazonia teriam colonizado esta regido mais recentemente (Plioceno e
Pleistoceno) a partir de uma das trés areas vizinhas consideradas constantemente
habitadas por linhagens de terra firme: o escudo Brasileiro, o escudo das Guianas e o
leste do sop¢ dos Andes (Bates 2001, Aleixo 2004).

Em uma revisdo recente, Aleixo e Rossetti (2007) verificaram que esse cenario
histérico pode ser estendido para outras linhagens de aves amazodnicas. Os dados
revisados indicaram que a maioria das linhagens de terra firme encontradas hoje em dia
no oeste da Amazodnia, sdo associadas a linhagens mais basais do escudo Brasileiro,
escudo das Guianas e dos Andes, indicando uma histéria mais recente nesta regido
geologicamente dinamica. De modo inverso, linhagens associadas a florestas
sazonalmente inundadas parecem ter uma historia antiga no oeste da Amazonia,

aparentemente expandindo-se para areas geologicamente mais estaveis apenas
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recentemente. A maioria dos taxons irmaos das linhagens exibiu niveis de divergéncia
genética consistentes com eventos de separagdo que datam de uma faixa de tempo que
vai do Mioceno tardio até Pleistoceno recente, um periodo em que houve mudancgas
fisiograficas significativas na paisagem AmazoOnica. Paralelamente, no final do
Pleistoceno, pelo menos até 67.000-65.000 anos AP (antes do presente) mudancas
geoldgicas ocorriam na regido do baixo Tocantins — IM (a partir desse ponto serd
utilizada a abreviacao IM para ilha do Maraj6), e davam origem aos processos que

culminariam com a formag¢ao do Arquipélago do Marajo.

1.4 GEOLOGIA E EVOLUCAO DO COMPLEXO DO BAIXO TOCANTINS - ILHA

DO MARAJO

No final do Pleistoceno, ndo havia deposi¢dao de sedimentos na regido do baixo
Tocantins — IM, sendo que dominavam processos erosivos. Este momento pode ser
associado com nivel do mar relativo baixo, o que pode ter sido reflexo, tanto de
estabilidade tectonica, quanto de rebaixamento do nivel do mar global devido a efeitos
de glaciagdes. Quando isto ocorre, dominam condi¢des de erosdo nos continentes. Esta
condicdo de ndo deposigdo ¢ verificada na maior parte do estado do Pard desde o final
do Mioceno. Ou seja, depois da elevagao do nivel do mar que deu origem aos depositos
da Formagdo Barreiras ao longo de toda a costa do Para e Maranhao, essa regiao passou
por um longo periodo em que ndo houve deposicdo ou preservacdo de sedimentos.

Durante esse periodo, ndo havia uma bacia onde os sedimentos trazidos pelos rios



30

pudessem se acumular, o que fazia com que eles fossem transportados distalmente em
direcdo ao mar. Este periodo denota condi¢des de estabilidade tectonica em toda a
regido (D. F. Rossetti, com. pess).

Entretanto, no final do Pleistoceno, registra-se um momento de instabilidade
tectonica, devido a reativacao de falhas de direcio NNW/SSE, o que levou a instalagao
do grande paleovale que se estende de Tucurui até¢ a IM. Rossetti e Valeriano (2007)
mostram evidéncias de que o estabelecimento deste paleovale estd relacionado a
movimentagdes tectonicas (Figura 2, 3). Em algum momento antes de 67.000-65.000
anos AP houve uma compartimentagao do terreno, com gradativo afundamento da area
correspondente ao paleovale, cujos limites se estendem do leste da IM, até
aproximadamente a baia de Caxiuana, fazendo um funil em direcdo a cidade de Tucurui
e se amplificando em direcao norte através da IM (Figuras 2, 3, 4).

De 67.000 a 65.000 anos AP até pelo menos cerca de 40.000 AP, o paleovale foi
sendo progressivamente preenchido com sedimentos oriundos de sul através do paleo-
rio Tocantins. Este rio drenava a IM em sua margem oeste, enquanto que na margem
leste, os sedimentos eram trazidos até o paleovale, possivelmente, pelo rio Guama, que
se estendia através da regido do lago Arari (Rossetti et al. 2007). Portanto, a paisagem
era dominada por sistemas fluviais, com pouca ou nenhuma interferéncia de processos
marinhos na desembocadura dos rios (Figura 4). O inicio periodo holocénico, foi ao
que tudo indica o ultimo momento em que toda a regido correspondente a IM,
sustentava vegetacdo de floresta, inclusive em sua margem leste (D. F. Rossetti, com.
pess). Para o final do periodo, houve subida do nivel do mar relativo, causando
afogamentos dos canais fluviais por invasdao marinha (Rossetti et al. 2008). Este evento

marca o inicio da subsidéncia (depressao) no lado leste da IM (Figura 4b).
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Figura 2. Imagem de satélite gerada por dados de SRTM (Missao Topografica Radar
Shuttle) ilustrando o setor sul do paleovale do rio Tocantins. A) Parte superior da formacgéo
em leque do setor sul do paleovale do rio Tocantins. As margens do paleovale formam
segmentos retilineos relacionados a falhas (linhas brancas) que romperam rochas Miocénicas.
As setas na porc¢ao superior da figura indicam tragos dessas rochas dentro do paleovale, que ¢é
preenchido por sedimentos Pos-Barreiras de idade Pleistocénica a Plio-Pleistocénica. B)
Detalhe da figura 2 a (o retingulo localiza a figura B e o perfil topoldgico A-A’) Canais
meandricos destacados relacionados ao paleo-rio Tocantins (linhas tracejadas). C) Perfil
topografico obtido pela transeccdo A-A’ mostrada na figura 2a. Observar a natureza
assimétrica das margens do paleovale, representada por um lado oeste gradual e uma margem
leste abruptamente vertical, adjacente ao atual curso do Rio Tocantins (setas brancas).
Ilustragoes retiradas de Rossetti ¢ Valeriano (2007).
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Figura 3. Diagramas ilustrando a evolucdo hipotética da regido de drenagem do baixo
Amazonas do Plio-Pleistoceno ao Presente. A) Plio-Pleistoceno a Pleistoceno médio.
Estabelecimento de um paleovale de orientagdo N/NO-S/SE, que foi alimentado pelo paleo-rio
Tocantins resultando em deposi¢do inicial de sedimentos pds-barreiras. B) Pleistoceno tardio a
Holoceno recente. Reativagdes de falhas ao longo do paleovale N/NO-S/SE teriam capturado o
paleo-rio Tocantins, desviando-o para sua posi¢do atual a NE, direcionando e amplificando o
vale em dire¢do ao leste. Esse evento tectonico também foi responsavel pelo atual
desenvolvimento da regido de Caxiuana, resultando finalmente no alargamento do paleovale, a
oeste. C) Holoceno médio/tardio ao presente. A ativagdao de falhas no sentido L-O promoveu
uma divisdo da area, dando origem ao rio Para, que foi responsavel pela separacdo da ilha do
Marajo do continente, ao gerar uma leve depressao, criando novos espagos para a acumulagdo
de sedimentos. Os limites do paleovale estdo marcados por interrogagdes, ja que ainda ndo
existem dados para uma reconstrugdo mais precisa. Figura modificada & partir de ilustragdes de
Rossetti e Valeriano (2007).
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Oceano Atlintico

Figura 4. Reconstrug@o hipotética ilustrando a sucessdo de eventos deposicionais no nordeste
da Ilha do Marajo6 do Pleistoceno tardio ao Holoceno. A) Pleistoceno tardio. Nesta fase ocorre
o desenvolvimento de um sistema de paleo-drenagem meandrico de orientacdo norte; ainda
nesse periodo, a Ilha do Maraj6 estava conectada ao continente ¢ o rio Guama corria em uma
direcdo incerta para NO. A linha paleo-costeira delimitada ¢ baseada na interrupgdo brusca dos
paleocanais, mas uma interpretagdo alternativa é que a transgressao subseqiiente teria mascarado
qualquer evidéncia dos paleocanais proximos a costa. B) Pleistoceno tardio/Holoceno. Ocorre
o desenvolvimento de um sistema estuarino na regido do Lago Arari alimentado por canais
fluviais que corriam para o leste, uma situagdo que implica a em uma conexao da Ilha do Marajo
com o continente. E muito provavel que o canal principal deste sistema era conectado ao rio
Guama. C) Holoceno (recente/médio). Falhas tectonicas a noroeste teriam levado ao
desenvolvimento do Rio Tocantins, abrindo a baia do Marajo, um evento que teria causado a
interrupcao do fluxo para a regido do lago Arari, levando ao abandono do sistema estuarino. O
lago Arari se estabeleceu em uma regido de subsidéncia (rebaixamento do terreno), tanto como
conseqiiéncia do abandono do estuario, quanto por uma subseqiiente transgressdo. Ilustragdo
modificada de Rossetti et al. (2008).
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O terreno passou por um breve momento de relativa estabilidade, que pode ter
sido acompanhado por periodo de rebaixamento do nivel do mar, quando houve a
retomada de erosdo com novos escavamentos no vale, e re-estabelecimento das
drenagens fluviais, principalmente no lado leste da IM.

Entre 39.000 e, pelo menos, 29.000 anos AP, apds o breve periodo de
estabilidade, o leste da IM subsidiu de forma mais efetiva, o que culminou com
afogamento dos rios e invasao marinha maior relativamente a fase anterior. Durante este
periodo ja se registram misturas de vegetacao de floresta densa e savana no oeste da IM,
prevalecendo condi¢des fluviais em areas de relativa estabilidade tectonica (D.F.
Rossetti com. pess.).

ApoOs 29.000 anos AP., o leste da IM foi gradativamente se tornando mais
estavel, até que a sedimentacao foi interrompida e houve novo processo de erosao, com
o rejuvenescimento do sistema fluvial, mostrando que ainda havia conexao da IM com o
continente (Rossetti et al. 2008).

Esta condicao persistiu, at¢é que, ha 10.000 anos AP esta conexdo foi
interrompida definitivamente no lado leste da IM, e o grande sistema estuarino que
existia até entdo em sua por¢ao nordeste transformou-se em uma grande laguna. Esta
transformagao foi acompanhada pelo rebaixamento do nivel do mar relativo no
Holoceno médio a recente, que fez com que a linha de costa se deslocasse cerca de 40
km em dire¢do ao norte, até ocupar sua posi¢io atual. E durante esta fase que se associa
a captura do rio Tocantins para sua posi¢do atual, o que fez com que o suprimento
sedimentar para dentro da IM oriundo do rio Guama fosse interrompido (Rossetti et al.

2008) (Figura 3, 4).



35

A historia geologica sintetizada acima ¢ entdo, consistente com um cenario
altamente dindmico para o sistema de drenagem do baixo Amazonas durante tempos
Plio-Pleistocénicos a Holocénicos. E inquestionavel, dado as informagdes disponiveis
que reativagodes tectonicas tiveram uma importante contribui¢do para o desenvolvimento
dos ambientes fisicos ¢ a renovagdao de deposicao de sedimentos na area de estudo
durante o Quaternario (Rossetti e Toledo 2006).

A geologia teve um impacto direto na fisionomia moderna da IM, com a
vegetacdo aberta dominando areas de sedimentagdo holocénica, enquanto florestas
fechadas prevaleceram em areas quaternarias e provavelmente também em terrenos
pliocénicos (Rossetti e Toledo 2006).

Além disso, os rios de “agua clara” originados no escudo Brasileiro (como o rio
Tocantins), provavelmente separaram efetivamente linhagens de espécies de terra firme
por muito mais tempo que os rios de “agua branca” do oeste da Amazonia (Salo et al.
1986, Colwell 2000, Aleixo 2004) e representam uma importante barreira geografica
para algumas espécies de vertebrados. O rio Tocantins separa a area de AE Belém (que
inclui a regido amazonica a leste do Tocantins e também parte do Maranhdo), da area
AE Xingu (que compreende a regido dos interflavios Xingu e Tocantins; Figura 1).

Como hipotese preliminar, formulamos um cenario filogeografico onde as
populacdes de aves florestais amostradas da IM seriam provenientes das florestas de
terra firme da margem oeste do paleo-rio Tocantins, devido a proximidade do
continente e ao efeito barreira do rio Tocantins, essas populacdes seriam geneticamente
mais semelhantes as populacdes da area da AE Xingu do que as da AE Belém (Figura
5). As populagdes encontradas em terrenos geologicamente mais estaveis do escudo

Brasileiro e areas com rochas sedimentares paleozoicas e cretdceas seriam mais antigas
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e estaveis do que as populacdes de regides sedimentares mais jovens (baixo rio
Tocantins) sendo, portanto, mais basais em relagao a essas populagdes e servindo como
fontes de diversificagdo populacional e especiacao. Nas popula¢des mais ao sul espera-
se, também, que exista uma diferenciacdo genética entre as populacdes amostradas em
margens opostas do rio Tocantins, devido ao esperado efeito de barreira do rio (Aleixo
2004, Aleixo e Rossetti 2007).

Portanto, este trabalho pretende reconstruir as relagdes filogenéticas de
populagdes de trés espécies de aves, relacionando-as com o cenario geoldgico proposto
para a evolucao da regido do baixo Tocantins — IM.

Para isso foram escolhidas as espécies: Xiphorhynchus spixii Lesson 1830,
Glyphorynchus spirurus Vieillot, 1819 e Willisornis poecilinotus Cabanis 1847,
baseando-se principalmente em atributos de sua histéria natural, que € caracterizada por
relativo sedentarismo e baixo poder de dispersdo (Marantz et al. 2003, Zimmer e Isler
2003). Essas caracteristicas filopatricas sao consideradas ideais para o teste dos efeitos
histéricos do rio Tocantins e do advento da formacao do arquipélago do Marajé sobre o
isolamento de populacdes destas espécies, permitindo assim um contraste com o
modelo de evolucdo da paisagem da area de estudo inferido a partir dos dados

geoldgicos.
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Figura 5. Mapa geologico da area de estudo mostrando o relacionamento hipotético das
populagdes de aves de terra firme da ilha do Marajo com o continente. As populagdes atuais
seriam provenientes das florestas de terra firme da antiga margem oeste do antigo rio Tocantins,
devido a proximidade do continente e ao efeito barreira do rio Tocantins (Fonte: modificado de

Rossetti e Valeriano 2007).
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2. OBJETIVOS

Estimar parametros de genética populacional entre os filogrupos das trés

espécies de aves alvo na regido do baixo Tocantins — IM.

Estimar o tempo aproximado de separacdo entre essas populagdes, identificando
populagdes ancestrais e episoddios de colonizacdo mais recentes na regido do

baixo Tocantins — IM.

Reconstruir as relagdes filogenéticas das populacdes das trés espécies estudadas,
relacionando-as com o cenario geoldgico proposto para a evolucao da regido do

baixo Tocantins — IM.



39

3. MATERIAL E METODOS

3.1 ESPECIES ALVO

3.1.1 Xiphorhynchus spixii

A espécie Xiphorhynchus spixii Lesson, 1830 (Figura 6) forma uma
superespécie com X. elegans (Aves: Dendrocolaptidae), as quais eram anteriormente
consideradas coespecificas (Xiphorhynchus spixii; Ridgely ¢ Tudor 1994). No entanto,
dados genéticos e morfoldgicos mais recentes apdiam a existéncia de duas espécies
biologicas: X. spixii (monotipica) e X. elegans (politipica) (Aleixo 2004).

A espécie X. spixii distribui-se no sudeste da Amazonia brasileira, ao sul do rio
Amazonas e entre o rio Tapajoés (margem norte do rio Teles Pires) a oeste ¢ o Maranhao
amazonico a leste, incluindo a IM, regides delimitadas como AE Xingu, AE Belém ¢
AE Tapajos (Marantz et al. 2003).

Seu comprimento total varia de 18,5 a 21 cm e podendo pesar de 27 a 36 g.
Habita principalmente mata de terra firme, podendo ocorrer na varzea menos
freqiientemente. Prefere florestas maduras a vegetacdo secundéria e ocorre em terras
baixas amazonicas, abaixo de 500m de altitude (Marantz et al. 2003).

Amplamente insetivoro, forrageia geralmente sozinho (menos freqlientemente
em pares) regularmente associado a bandos mistos de sub-bosque ou associado a
seguidores de formigas de correicio (principalmente Eciton burchelli). E uma espécie
provavelmente residente (ndo executando movimentos migratorios) e bastante

territorial. A espécie ndo se encontra ameagada, mas pode ser muito sensivel a perda de
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habitat, sendo um bom indicador de florestas maduras no sul da Amazonia (Marantz et
al. 2003).

Estudos anteriores mostram que X. spixii ¢ ideal para o estudo em questdo, ja
que ¢ amplamente distribuido na regido do baixo Tocantins — IM e reconhecidamente
demonstra forte resposta aos rios como barreiras geograficas (Aleixo 2004). Uma
analise de varidncia molecular mostrou que as populagdes de X. spixii separadas pelo rio
Xingu, tém a maioria de sua variabilidade genética dividida entre populagdes de
margens opostas deste rio (Aleixo 2004). Entretanto, nenhum estudo anterior amostrou
as popula¢des de X. spixii da IM, desconhecendo-se completamente suas afinidades

filogeograficas.



Figura 6. Xiphorhynchus spixii (Foto: Maya S. Faccio).
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3.1.2 Glyphorynchus spirurus

A espécie Glyphorynchus spirurus, conhecida popularmente como arapagu-de-
bico-de-cunha, talvez por sua semelhanga com o bico-virado Xenops (Furnariidae), esta
associada aos dendrocolaptideos baseado tanto em anatomia quanto estudos moleculares
e de pterilose (Marantz et al. 2003, Sick 2001, Irestedt et al. 2004). Seu comprimento
total varia de 13 a 16 cm e sua massa corporal varia de 10,5 a 21 g (Marantz et al.

2003).

Encontrado em florestas primarias tanto de terras baixas quanto em sopés de
montanhas, menos freqiientemente em florestas sub-montanas. As populagdes
amazoOnicas ocorrem principalmente em florestas de terra firme e ocasionalmente em
matas-galeria e florestas sazonalmente alagadas, tanto na varzea quanto em igapo
(Marantz et al. 2003); distribui-se da regido amazonica até uma curta distdncia em
ecotonos de cerrado. Principalmente no interior de florestas maduras e menos
freqlientemente em bordas de florestas e florestas de sucessdo secunddria antiga

(Marantz et al. 2003).

G. spirurus alimenta-se principalmente de artropodes, mas ocasionalmente pode
consumir material vegetal; apresenta baixa diversidade de presas comparada a outras
espécies de dendrocolaptideos, consumindo principalmente coledpteros, formigas,
aranhas e outras presas pequenas. Geralmente forrageia aos pares, € muitas vezes
associado a bandos mistos de sub-bosque que passam pelo seu territorio. Empoleira-se
rapidamente em troncos, em estratos baixos e médios e menos freqiientemente no dossel

e sub-dossel. Parece preferir troncos grossos com corti¢ga dspera. Raramente segue
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formigas de correicdo, mas pode ser encontrado proximo a elas quando associado a
bandos mistos. E basicamente residente ao longo de toda sua distribui¢do, apresentando

limitada migragdo altitudinal na Costa Rica (Marantz et al. 2003).

Possivelmente, G. spirurus ¢ composto por mais de uma espécie, fato sugerido
pela existéncia de dois tipos de cantos marcadamente distintos, combinados a racas bem
diferenciadas fenotipicamente; entretanto, dados moleculares sugerem que existe fluxo
génico entre algumas destas populagdes morfologicamente distintas (Marantz et al.

2003).

Distancias genéticas significativas foram documentadas entre algumas
populagdes, mas o padrao geografico ¢ dificil de explicar; a diferenciagdo genética ¢
inconsistente com a taxonomia subespecifica, que pode ser mais bem relacionada a
padrdes geograficos definidos por vocalizagdes, ainda ndo estudados sistematicamente
na espécie. Todas as populagdes de G. spirurus que ocorrem do sudoeste da Amazonia
brasileira, sul do rio Amazonas, margem leste do rio Tapajos até oeste do Maranhao
incluindo a IM (AE Xingu, AE Belém, AE Tapajos) sdo consideradas uma entidade
taxondmica uniforme sob o nome G. s. paraensis Pinto, 1974 (Figura 7). Embora na
literatura, populagdes a margem leste do rio Xingu sejam consideradas aparentemente
intermediarias entre G. s. paraensis ¢ G. s. inornatus Zimmer, 1934 (Marantz et al.
2003). Alguns registros recentes do noroeste da Bolivia podem se tratar provavelmente

de G. s. inornatus.

Em um amplo estudo filogeografico Marks et al. (2002) utilizaram G. spirurus
para avaliar os relacionamentos entre as AE amazonicas a diversificagdo historica de
aves e testar hipdteses prévias baseadas em estudos genéticos, morfoldgicos e analise de

parcimdnia para aves ¢ primatas. Todas as populagdes de G. spirurus das AE Xingu, AE
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Belém e AE Tapajés mostraram-se monofiléticas, tendo como grupo irmdo as
populagdes da AE Rondonia. Apesar das populagdes que se encontram a margem oeste
do rio Jiparand apresentarem caracteristicas morfologicas idénticas aquelas de G. s.
inornatus do sul de Rondonia, existe uma forte quebra genética (6,5% de divergéncia),
entre elas evidenciando uma provavel separacdo. Futuros estudos taxondmicos
integrando andlises genéticas, vocais ¢ morfologicas sao necessarios para fundamentar

divisdes taxonOmicas entre essas subespécies.

Assim, baseando-se no trabalho de Marks et al. (2002) foram escolhidos os
seguintes grupos externos: G. S. spirurus, G. s. inornatus e G. s. rufigularis Zimmer,

1934.

- G. s. spirurus, ocorre do noroeste do Amazonas, no leste da Venezuela, nas
Guianas e no Norte do Brasil do baixo Rio Negro até o leste do Amapa (AE Guianas)

(Marantz et al. 2003).

- G. s. inornatus, ocorre no sul da Amazonia Brasileira (sul do Amazonas do
leste do Rio Madeira até o Rio Tapajos e do sul até o sudoeste do Mato Grosso),
também foi registrado recentemente no noroeste da Bolivia (AE Ronddnia) (Marantz et

al. 2003).

- G. s. rufigularis ocorre no noroeste da Amazonia, norte do rio Amazonas, do
centro da Colombia até o sul da Venezuela, do sul até o noroeste do Equador, (alto rio
Napo), e noroeste do Brasil até a margem oeste do baixo rio Negro (AE Imeri) (Marantz

et al. 2003).



Figura 7. Glyphorynchus spirurus paraensis (Foto: Maya S. Faccio).
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3.1.3 Willisornis poecilinotus

A espécie Willisornis poecilinotus (Thamnofilidae), conhecida pelo nome
popular de rendadinho, varia de 12 a 13 cm de comprimento total e de 15 a 19 g de
massa corporal. Alimenta-se principalmente de insetos e outros artropodes e,
ocasionalmente, até¢ de pequenos lagartos. Alguns registros incluem larvas de formigas,
baratas, grilos, aranhas, quilépodes, podendo ocorrer também térmitas, larvas de

lepiddpteros e ortopteros (Marantz et al. 2003).

Sao participantes regulares de bandos mistos em algumas areas, mas raramente
se associam a esses grupos na maioria das regides, apesar de estarem proximos a outras
espécies em correigoes de formigas. Sdo seguidores regulares de formigas de correigao
(Eciton burchelli, Labidus praedator), mas raramente vdo além de suas fronteiras
territoriais, ou forrageiam longe de formigas. E presumivelmente residente. Habita o
sub-bosque de florestas timidas de terras baixas e o sopé de florestas perenes, até pouco
mais de 1000m de altitude, principalmente em terra firme e menos freqiientemente em

varzea e igapé (Marantz et al. 2003).

Algumas das sete subespécies ja descritas de W. poecilinotus provavelmente
constituem espécies distintas, enquanto outras provavelmente representam artefatos
taxondmicos ou zonas de intergradacdo. Uma filogenia publicada recentemente mostrou
que W. poecilinotus ndo ¢ filogeneticamente proximo de outras espécies do género

Willisornis, que ndo representa um grupo monofilético; as relagdes filogenéticas de W.
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poecilinotus sao ainda incertas, se sabendo unicamente que este espécie faz parte de um
clado que inclui géneros e espécies de Thamnophilidae seguidores obrigatorios de
formigas de correi¢do (Brumfield et al. 2007). Dentre as populagdes ja descritas como

subespécies, duas ocorrem na regido do baixo Tocantins e IM:

- W. p. vidua (Figura 8, 9) que ocorre do leste da Amazodnia brasileira, sul do Rio
Amazonas, do leste do Rio Xingu a oeste do Maranhdao ao norte, incluindo a IM,

inserindo-se nas AE do Xingu e AE Belém (Marantz et al. 2003).

- W. p. nigrigula, centro-sul da Amazodnia brasileira, extremo leste do Amazonas, leste
de ambas as margens do rio Tapajos, e margem leste do rio Teles Pires, do sul ao norte
do Mato Grosso (Marantz et al. 2003), que por ser o provavel grupo irmao de W. p.

vidua, foi escolhido para servir como grupo externo nas analises.



Figura 9. Willisornis poecilinotus vidua ¢ (Foto: Maya S. Faccio).
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3.2 AREA DE ESTUDO

3.2.1 Localizacio

A 4rea de estudo abrange principalmente o baixo curso do rio Tocantins, que
separa a AE Belém (regido amazonica entre o leste do rio Tocantins e o Maranhao
amazonico) da AE Xingu (regido do interflivio Xingu — Tocantins) e o arquipélago do
Marajo, constituido pela zona do golfdo marajoara, IM, além de numerosas ilhas e
canais e que formam a regido dos “furos de Breves” e a baia do Marajoé onde desagua o

rio Tocantins (Figura 10).
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Figura 10. Area de estudo no contexto das 4reas de endemismo da Amazonia baseadas na
distribuigdo de vertebrados terrestres (modificado de: Silva et al. 2005).
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3.2.2 Geologia

A regido do Baixo Tocantins - IM acha-se inserida em diferentes contextos
tectonicos, incorporando partes das sub-bacias de Cametéd e Limoeiro, que ocorrem nas
porc¢des leste e central do Sistema de Graben do Marajo, respectivamente, e plataformas
do Para e Bragantina. A base do preenchimento sedimentar do Sistema de Graben do
Marajo inclui depositos cretdceos que sao recobertos discordantemente por estratos
terciarios e quaterndrios formados principalmente em ambientes marinho-raso a
transicional (Figura 11). Pelo menos boa parte da sedimentacdo quaternaria ¢
representada, em superficie, por depdsitos incluidos indistintamente sob a designagao de

sedimentos Pos-Barreiras (Rossetti e Valeriano 2007).
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Figura 11. Mapa geolédgico da area de estudo na bacia de drenagem do baixo Amazonas.
Note-se a distribuicdo dos sedimentos Plio-Pleistocénicos ¢ dos sedimentos Pos-Barreiras
formando uma morfologia de funil que se expande em direcdo a Tucurui. Observe-se também a
repentina mudanca de curso do rio Tocantins de leste-oeste para norte-noroeste (Rossetti e

Toledo, 2006).
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3.2.3 Clima

O clima da regidao enquadra-se no grupo “Am” da classificacdo de Kd&ppen,
definido como clima tropical quente chuvoso, apresentando temperatura média anual de
2.5000 mm e mensal inferior a 60 mm durante a pelo menos dois meses do ano
(Tancredi et al. 1986).

A estacao chuvosa ¢ denominada localmente de “inverno” ocorrendo de janeiro
a julho, quando o leste da ilha de Maraj¢ fica alagado. O “verdo” ¢ a estagao seca (entre

agosto e dezembro), tal como ilustra a curva ombrotérmica de Gaussen (Figura 12).
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Figura 12. Curva ombrotérmica de Gaussen para Soure, PA. A area hachurada em vermelho
corresponde ao periodo de déficit hidrico (Modificado de: Projeto RADAM, 1974).
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3.2.1. Vegetacao

O arquipélago do Marajé apresenta um conjunto vegetacional singular onde
predominam os campos naturais e as florestas umidas susceptiveis a inundagdo que

acontece anualmente durante o inverno chuvoso da regiao.

Os campos do Marajé apresentam diferentes feicdes de acordo com a posi¢ao
topografica e a influéncia da rede de drenagem fluvial. Além dos campos umidos
limpos, com predomindncia do elemento herbaceo existem os campos com
mondrongos, onde pequenas oscilagdes na micro-topografia permitem o
estabelecimento do estrato arbustivo-arboreo; existem ainda os campos com ilhas de
mata e capoes, de tamanhos e formas variados. Essas ilhas geralmente se desenvolvem
nos tesos, zonas de topografia mais elevada onde geralmente os efeitos da inundagao

nao se fazem sentir (Figura 13c).

As florestas sdo predominantemente do tipo pluviais ou ombroéfilas e
perenifélias. Apresentam um espectro que varia desde as florestas aluviais de terra
firme, com pouca influéncia de inundacdo até aquelas de igapd, permanente, ou quase
permanentemente, alagadas (Figura 13d). As florestas de igap6 mais freqilientes, sao
aquelas associadas a palmeira acai (Euterpe oleracea). Nas florestas aluviais pode
ocorrer ainda associagdo com palmeiras inaja, bacaba, maraja e murumuru. As matas de
varzeas estdo restritas aos vales dos cursos d’agua barrenta que irrigam a zona do canal,
como os rios Atud e Anajas. A planicie de inundagdo diaria, promovida pelo movimento

das marés, ¢ de aproximadamente 50m nas partes mais largas (Rossetti ¢ Toledo 2006).
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Figura 13. Contraste da vegetacio encontrada no lado oeste e leste da ilha do Marajé. A)
Contraste entre o lado oeste e leste da ilha de Marajo, representada por depositos Plio-
Pleistocénicos a Holocénicos, respectivamente. Note-se o complexo de canais abandonados no
lado oeste da Ilha (letras B a D indicam a localizagdo geografica das fotos mostradas nas Figs.
16 B-D). B) depositos holocénicos tipicos do lado leste da ilha consistindo de areias claras
variadas. C) Vegetacao aberta tipica do lado leste da Ilha. D) Substrato mais bem consolidado
composto de areias amarelas, tipicos da regido oeste da ilha, onde a se encontra a vegetagdo de
floresta de terra firme (Rossetti e Toledo 20006).
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3.2.3 Avifauna do Arquipélago do Marajo

Foram registradas até hoje 361 espécies de aves na IM, 189 na ilha de Mexiana e
99 na ilha de Caviana, as maiores do arquipélago (Henriques e Oren 1997). As aves
registradas no arquipélago exclusivamente para a IM sdo, em sua maioria espécies
restritas ao ambiente de terra-firme, como por exemplo, Leptodon cayennensis,
Pyrrhura perlata, Galbula dea, Malacoptila rufa, Ramphastos tucanus, Celeus elegans,
Celeus torquatus, Campephilus rubricollis, Dendrocolaptes certhia, Synallaxis rutilans,
Sclerurus rufigularis, Thamnomanes caesius, Myrmotherula hauxwelli, M.
leucophthalma, M. axillaris, M. longipennis, M. menetriesii, Myrmoborus myotherinus,
Phlegopsis nigromaculata, Formicarius analis, Platyrinchus saturatus, Platyrinchus
platyrhynchos, Onychorhynchus coronatus, Laniocera hypopyrrha, Schiffornis turdina,
Tyranneutes stolzmanni, Phoenicircus carnifex, Xipholena lamellipennis, Microcerculus
marginatus, Turdus albicollis e Tachyphonus surinamus (Henriques e Oren 1997).

As areas abertas (campos e areas sazonalmente alagadas) apresentam uma
avifauna similar a encontrada nos cerrados do Brasil central, constituindo as areas mais
bem estudadas do arquipélago em termos de conhecimento ornitologico. Aves
caracteristicas incluem Rhynchotus rufescens, Heterospizias meridionalis, Uropelia
campestris, Guira guira, Polytomus guainumbi, Ramphastos toco, Xolmis cinerea, X.
velata e Coryphaspiza melanotis. Apesar disso, muitas espécies tipicas de cerrado de
ampla distribuicdo aparentemente ndo estdo presentes nas ilhas do arquipélago do

Marajo (Henriques e Oren 1997).

Quatro subespécies de aves foram propostas como endémicas do Arquipélago do

Marajo, Sporophila leucoptera mexianae, Coryphaspiza melanotis marajoara, Zenaida
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auriculata marajoensis e Amazona ochrocephala xantholaema. Entretanto, Henriques ¢
Oren (1997) analisando espécimes depositados em cole¢des consideraram que, com
excecdo de Amazona ochrocephala xantolaema, ndo existem taxons endémicos do

Arquipélago do Marajo.

Em seu estudo sobre a filogenia e biogeografia do complexo Amazona
ochrocephala, Eberhard ¢ Bermingham (2004) verificaram que A. 0. xantolaema
apresenta pouca divergéncia genética, apesar de mostrar variagdes morfoldgicas e de
canto. Verificaram ainda, que existe fluxo génico entre as populagdes de papagaios A. 0.
ochrocephala e¢ A. o. xantholaema, da AE Xingu ¢ da IM, sendo que estes sdo
considerados grupo irmdo de A. 0. nattereri do leste do Brasil, Bolivia e Peru (AE

Rondénia).

Considerando a historia geologica altamente dinamica do arquipélago do
Marajo, e sua formagdo recente, ¢ de se esperar que ndo existam endemismos,
principalmente no caso de organismos relativamente mais vageis como as aves. Como o
grau de diferenciacdo de uma populagdo insular correlaciona-se com o seu periodo de
isolamento, as ilhas do arquipélago do Marajo seriam muito recentes para permitir
especiagdo (Henriques 1993). A proximidade do continente ¢ a dinadmica geoldgica
teriam contribuido para, ao invés de isolar as populagdes, funcionar como pontes na
dispersao de espécies entre o continente € o complexo do arquipélago do Marajo6 (Ayres

e Clutton-Brock 1992, Haffer 1992).
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3.3 AMOSTRAGEM

Foram utilizados os tecidos pertencentes as espécies de interesse da colegdo
ornitolégica do MPEG, selecionados de um levantamento prévio de acordo com a
localidade de coleta, sendo estes categorizados e separados em grupos por area de
endemismo segundo Silva et al. (2005). Foram selecionados também tecidos da 1M,
tratando-se este grupo como uma AE adicional, j4 que estd regido apresenta uma
complexa relacdo biogeografica com as areas de seu entorno (Tabela 1) (Henriques e

Oren 1997).

Adicionalmente, foram realizadas expedi¢des de coleta nas areas de interesse
para onde ndo existiam tecidos na colecdo. Em Breves, IM, na localidade denominada
“Sitio do Waldir” (01°33'48,2"S; 50°23'24"W), foram coletados nove espécimes de G.
spirurus, quatro de X. spixii, oito de W. poecilinotus. Em Portel, FLONA do Caxiuana,
Plot PPBIO (01°57'S; 51°36'W) foram coletados sete espécimes de G. spirurus, seis de
X. spixii, oito de W. poecilinotus. No Parque Ecoloégico Gunma, Belém,
(01°11°57,35°'S; 48°17°57""W), foram coletados um espécime de G. spirurus, trés de X.
spixii, trés de W. poecilinotus. Todos os espécimes coletados e seus respectivos tecidos
associados foram depositados na colecdo ornitologica do Museu Paraense Emilio

Goeldi (MPEG) (Anexos 1, 2, 3).
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Tabela 1. Numero de espécimes amostrados por area de endemismo de cada uma das espécies
estudadas, mostrando os grupos internos categorizados por area de endemismo: ilha do Marajo,
Xingu, Belém e Tapajos e os grupos externos: Rondonia, Guiana, Imeri e Inambari.

Grupos internos Grupos externos

Espécie ilha do Maraj6 Xingu Belém Tapajéos Rondénia Guiana Imeri Inambari
Xiphorhynchus

Spixii 4 10 7 9 0 0 0 0*
Glyphorynchus

spirurus 12 9 11 1 2 2 1 0
Willisornis

poecilinotus 5 11 17 2 2 0 0 1

* Para Xiphorhynchus spixii foram utilizadas seqiiéncias de X. e. elegans (AY089852) e X. e. ornatus
(AY089141) retiradas do GenBank como grupo externo.

3.4 METODOS LABORATORIAIS

O DNA gendmico total foi extraido de amostras de tecido ou de amostras de
sangue coletadas recentemente ou presentes na colecdo do MPEG, utilizando o método
padrdo de extracdo com fenol/cloroféormio (Sambrook 1989). Fragmentos do gene
mitocondrial ND2 (NADH dehidrogenase subunidade 2) de cada amostra foram
amplificados via PCR a partir dos iniciadores L5215/H11151 (Slade et al. 1993). O
volume total da reacdo foi de 50ul contendo 10ng de DNA gendémico, 5SmM de cada
DNTP, 2,5mM de MgCl,, 1 unidade de Taq DNA polimerase e 10pmol de cada um dos
iniciadores. O perfil de amplificagdo para o fragmento de NADH dehidrogenase 2
constou dos seguintes passos: 35 ciclos com 1 minuto a 95°C; 1 minuto a 58°C a 60°C;
e 1 minuto a 72°C, sendo estes precedidos por um passo inicial de 4 minutos a 95°C
para a homogeneiza¢do da temperatura do bloco e seguidos por um passo final de 5
minutos, a 72°C, para polimeriza¢do de eventuais moléculas, das quais a polimerase

tenha se dissociado antes do final da sintese total do fragmento. Uma pequena aliquota
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da PCR foi submetida a eletroforese em um gel de agarose a 1% associado a um ladder
correspondente ao tamanho esperado para cada fragmento, para a verificagdo do
tamanho do fragmento do gene e para garantir que apenas um produto de amplificacao
foi obtido.

Os produtos das amplificagcdes foram seqiienciados direta e automaticamente no
MegaBACE (GE Healthcare) usando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis Systems (GE Healthcare) de acordo
com as especificagdes do fabricante. Ambas as fitas de cada fragmento de uma mesma
amostra foram seqiienciadas para confirmar as mutagdes observadas. As seqiiéncias
nucleotidicas foram editadas e alinhadas utilizando o aplicativo BioEdit 7.0.5 (Hall

1999).

3.5 ANALISES DE GENETICA POPULACIONAL

As andlises genético-populacionais para as espécies estudadas foram baseadas
em fragmentos do gene mitocondrial ND2 (dehidrogenase subunidade 2). Com o
auxilio do aplicativo DnaSP, versdo 4.50.1 (Rozas et al. 2003) foram estimados os
parametros de diversidade nucleotidica m, que quantifica a média do nimero de
diferengas nucleotidicas por sitio entre duas seqiiencias escolhidas ao acaso, o nimero
de haplétipos e o nimero de sitios segregantes (S) para cada grupo de populagdes das
areas de endemismo amostradas.

Para inferir a historia demografica das populagdes em longo prazo foi utilizado o

teste estatistico R2. Esse teste ¢ baseado na diferenga entre mutagdes tinicas (singletons)
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e a média de diferencas nucleotidicas entre as seqliéncias dentro de uma amostra
populacional, sendo mais poderoso que outros testes de desvio de neutralidade como,
por exemplo, o D de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997) quando as amostras
populacionais sao muito pequenas (Ramos-Onsins € Rozas 2002). A significancia do R2
foi avaliada comparando o valor observado com uma distribui¢cdo nula de R2, simulada
por meio de coalescéncia, utilizando a amostra populacional empirica € o nimero
observado de sitios segregantes.

As andlises da variancia molecular (AMOVA) para todos os grupos de
populagdes das areas de endemismo das espécies estudadas foram realizadas com o
programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2007). AMOVA usa freqiiéncias genotipicas e
a quantidade de mutagdes entre diferentes hapldtipos para testar a significancia dos
componentes de variancia associados a trés niveis hierarquicos de estrutura genética
populacional: (1) intrapopulacional, (2) interpopulacional entre populagdes de um
mesmo grupo ¢ (3) entre popula¢des de grupos diferentes (Excoffier et al. 1992).
Populacdes antigas e em equilibrio geralmente apresentam a maior parte de sua
diversidade genética distribuida geograficamente entre populagdes distintas, ao passo
que populagdes mais jovens caracterizam-se por terem a maior parte de sua diversidade
molecular distribuida ao nivel intrapopulacional, ndo entre populacdes alopatricas
(Excoffier et al. 1992).

Assim, para a AMOVA as populagdes amostradas foram agrupadas por area de
endemismo, tratando-se as populacdes da IM como uma area de endemismo. Foram
testadas estruturas genéticas entre AE, dentro de populagdes em uma determinada area

AE e dentro das populagdes.
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Os niveis de estruturacao das populacdes foram inferidos pelas analises dos F

statistics (FST) (Slatkin 1991, 1995) e o fluxo génico estimado através do nimero de

migrantes por geracdo (Nm); quando mais de um individuo migra a cada geracdo, os
efeitos de isolamento tornam-se despreziveis, independentemente da tamanho do

tamanho da populagdo em questdo (Hudson et al. 1992).

Para verificar as relagdes entre os haplotipos e sua distribuicdo geografica,
construiu-se uma rede de haplotipos com o auxilio do programa Network 4.2.0.1

(Fluxus Technology Ltd. at www.fluxus-engineering.com). Para a constru¢ao das redes

de haplétipos foi utilizado o algoritmo de Medium Joining (MJ).

3.6 ANALISES FILOGENETICAS

Hipoteses filogeograficas para populacdes das espécies estudadas foram realizadas
utilizando-se dois critérios distintos: maxima verossimilhanga e métodos Bayesianos
(Felsenstein 2002). As analises de maxima verossimilhanga foram realizadas utilizando
o programa PHYML Online, sendo a apoio estatistico para os diferentes nos calculado
com base em 500 replicagdes de bootstrap (Guindon et al. 2005). O log likelihood ratio
test foi utilizado para a escolha do melhor e mais simples modelo evolutivo de
substituicdo nucleotidica que se ajustou aos dados obtidos, como implementado pelo
aplicativo MODELTEST (Posada e Crandall 1998). O modelo de evolucao molecular
selecionado pelo aplicativo para cada espécie foi utilizado na nas analises de maxima
verossimilhanga e na inferéncia Bayesiana de filogenia juntamente com o aplicativo

MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck e Ronquist 2001). O programa MrBayes 3.1.2 foi
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executado seguindo as seguintes especificacoes: (1) Assumindo um modelo de
substituicdo nucleotidica escolhido pelo MODELTEST (2) rodando a cadeia de Markov
por 5.000.000 de geragdes, amostrando uma arvore a cada 1000 geragdes (Brumfield et
al. 2007). Seguindo as recomendag¢des de Huelsenbeck et al. (2003), foram descartadas
arvores obtidas antes que a cadeia de Markov alcancasse valores de verossimilhanga
convergentes e estaveis, ou seja, um burnin 1250 (25% das amostras). O programa
MrBayes 3.1.2 gera uma arvore consenso das arvores amostradas, onde € representada a
propor¢ao de vezes em que um dado clado foi amostrado equiparando-se a sua
probabilidade posterior de ocorréncia. N6s com um apoio inferior a 95% ndo sdo
considerados estatisticamente bem apoiados.

O método Bayesiano produz resultados essencialmente idénticos aqueles obtidos
com o critério de maxima verossimilhangca, com a vantagem de produzir
automaticamente indices de suporte estatistico (probabilidades posteriores de
ocorréncia) associados a diferentes clados (Huelsenbeck 2001). Filogenias foram
estimadas com base em fragmentos do gene ND2 (NADH dehidrogenase subunidade 2).
Como recomendado por Sorenson e Quin (1998) ¢ Bates et al. (1999), as seguintes
medidas foram tomadas para a certificacdo de que os fragmentos de DNA sao acurados
e de origem mitocondrial: (1) ambas as fitas de DNA foram amplificadas, (2) as
seqiiéncias foram alinhadas com seqiiéncias do mtDNA da galinha (Gallus gallus)
completo checando a presenga de dele¢des e cddons de parada que resultariam em uma
proteina ndo-funcional (3) todas as seqiiéncias foram checadas através do aplicativo
DAMBE (Xia e Xie 2001), para a verificacdo do nivel de saturacdo de bases, a perda de
informagdo das seqiliéncias devido ao excesso de mutacdes ou para constatar que nao se

tratam de pseudo-genes ou seqiiéncias mal alinhadas.
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3.7 RELOGIO MOLECULAR

Esta analise foi realizada com o banco de seqiiéncias de ND2, utilizando-se a
calibragdo estimada de 2,0% de divergéncia por milhdo de anos, (Weir e Schluter 2008)

O aplicativo PAUP 4.0b10 (Swofford 2002) foi utilizado para verificar se este
marcador evoluiu de forma constante, como esperado para a utilizacdo do reldgio
molecular. Para isso foi realizado o teste de razdo de verossimilhanga (LRT), com o
auxilio do programa PAUP 4.0b10 comparando valores gerados pela andlise de maxima
verossimilhanca relaxando o reldogio molecular, ou forgando o reldégio molecular a
evoluir a uma taxa uniforme. O programa BEAST v 1.4.7 (Bayesian Evolutionary
Analysis Sampling Trees) foi utilizado para a inferéncia de uma filogenia através do
método bayesiano objetivando a realizacdo de uma analise de relogio molecular
(Drummond et al. 2007). O modelo evolutivo utilizado para esta analise foi

especificado previamente pelo programa MODELTEST (Posada e Crandall 1998).
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4. RESULTADOS

4.1 Xiphorhynchus spixii

Foram obtidos um total de 16 haploétipos unicos para 30 individuos (Tabela 2)
com base no gene ND2, em fragmentos de 950 pb abrangendo as posi¢des de 5291 a
6240 do DNA gene ND2 da galinha (Gallus gallus). A média percentual da composigao
de bases dos fragmentos mitocondriais foi igual a 32,87% de adenina, 32,28% de
citosina, 9,75% de guanina e 25,09% de timina. Para a constru¢do das filogenias foram
utilizados os 16 haplotipos tnicos como grupos internos (Tabela 2) e uma seqiiéncia da
espécie X. e. elegans (AY089852) ¢ outra de X. e. ornatus (AY089141) retiradas do
GenBank como grupos externos. Substitui¢des nucleotidicas foram observadas em 89

sitios, sendo 47 filogeneticamente informativas.
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Tabela 2. Haplotipos unicos da espécie X. spixii, mostrando nimero de haplétipos, nimero de
campo ou de tombo dos espécimes depositados da colecdo ornitologica do MPEG, area de
endemismo (AE) onde foi coletado o espécime e numero da populacdo de acordo com a
localidade (vide Anexo 1).

Haplotipo Numero de tombo/campo do(s) espécime(s) AE Populacio

1 UHE456 Xingu 4

2 UHE357, UHE358 Xingu 4

3 UHE384, PPBIO110, PPBIO061 Xingu 5,7

4 BR165065, BR163028, BR163212 Tapajos 5

5 BR163010 Tapajos 6

6 BR163130 Tapajos 5

7 BR163185 Tapajos 7

8 BR163029 Tapajos 5

9 BR163060 Tapajos 5

10 BR163145 Tapajos 6
MSMARO058, PPBIO300, PPBIO096, Marajo, Xingu,

11 MSPEGO001, PEG006, PEG024, AY089875* Belém 1,2,3
MSMARO071, MSMARO066, PPBIO165,

12 MSMARO067 Marajo, Xingu 2,3

13 PPBIO090 Xingu 3

14 MSPEGO017 Belém 1

15 MSPEGO18 Belém 1

16 AO7884 Belém 1

* seqiiéncia retirada do GenBank.
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O teste de R2 nao rejeitou a hipdtese nula de crescimento populacional
constante, ou seja, as populagdes de X. spixii ndo apresentaram evidéncias de expansio
demografica recente ou gargalos de garrafa. As populagdes da AE Xingu e AE Tapajos

apresentaram altos niveis de diversidade haplotipicas e nucleotidicas (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de individuos (N), nimero de haplétipos, nimero de sitios segregantes (S),
diversidade nucleotidica () e teste de desvio de neutralidade (R2) a partir do fragmento do gene
ND2 (NADH, dehidrogenase subunidade 2) para as populagdes de X. spixii das areas de
endemismo (AE) da Ilha do Marajo, Xingu, Belém e Tapajos.

AE N Numero de Haplétipos S 7 (x100) R2

Maraj6 4 2 2 0,105 0,4330 NS
Xingu 10 6 13 0,318 0,1373 NS
Belém 7 4 4 0,120 0,1821 NS
Tapajés 9 7 13 0,392 0,1373 NS

NS, valores ndo significativos para P < 0,05; significancia obtida por meio de comparagdo do R2
observado com a distribui¢@o nula. Distribui¢do do teste estatistico sob a hipdtese nula de crescimento
constante.

A AMOVA (Tabela 4) indica que a variacdo dentro das populagdes (49,92%) ¢
maior que a variacdo entre as AE (40,04%), os dados mostram que existe estruturacdo
filogeografica significativa entre as populacdes apesar da alta variagdo existente dentro

das populacdes.
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Tabela 4. AMOVA (analise de varidncia molecular) baseada no gene mitocondrial ND2
(dehidrogenase subunidade 2) indicando variabilidade genética entre grupos, entre areas de
endemismo, entre populacdes dentro das areas de endemismo (ilha do Marajd, AE Xingu, AE
Belém, AE Tapajos) e dentro das populagdes de X. spixii. A tabela mostra a fonte de variagdo
por grupos, os graus de liberdade (g.1.), os componentes de variagdo por grupo e a porcentagem
de variagao.

Fonte gl. Componentes Porcentagem
da variacio da variacio de variac¢ao
Entre areas de endemismo 3 0,95605 Va 40,04
Entre populagdes dentro das AE 3 0,23981 Vb 10,04
Dentro das populagdes 23 1,19182 Vc 49,92
Total 29 2,38768

Os valores de Fst ndo foram significativos para todas as comparagdes par a par
entre todas AE, exceto para comparagdes entre AE Tapajos e as demais areas. As
comparagdes entre IM e AE Xingu e AE Belém e AE Xingu mostraram altos valores de
Nm (numero de migrantes por geracdo), indicando auséncia de estruturagcdo genética e a
ocorréncia de fluxo génico entre essas areas. Os valores significativos de Fgr,
associados aos resultados da AMOVA apresentam resultados aparentemente
divergentes. Entretanto, a estruturacdo filogeografica aparece principalmente nas
comparagdes que envolvem a AE Tapajoés, confirmado pelas baixas taxas de fluxo

génico entre a AE Tapajos e as demais populacdes (Tabela 5).
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Tabela 5. Lista dos valores nimero de migrantes (Nm, acima) e comparacdes par a par de Fst
(abaixo) entre as populagdes de X. spixii da ilha do Marajo, AE Xingu, AE Belém ¢ AE
Tapajés. Valores estatisticamente significativos para P <0,001; (**).

Marajo Xingu Belém Tapajos

Marajo - 10,1003 0,5523  0,3956
Xingu 0,0472 - 2,6300  0,6109
Belém 0,4751 0,1597 - 0,2955

Tapajos 0,5583**  0,4501** 0,6285%*

A rede de haplotipos (Figura 14) também mostra com excecao da AE Tapajos, a
auséncia de estruturacdo geografica entre as populagdes, representado pelo

compartilhamento de haplétipos entre as populagdes da AE Xingu, AE Belém e IM.
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Figura 14. Rede de hapldtipos das quatro grupos de populagdes de X. spixii. Os circulos sdo
proporcionais a freqiiéncia dos haplétipos (vide Tabela 1). Os nimeros referem-se a posicao de
cada mutacdo nos haplotipos.



72

Para as analises filogenéticas, o modelo de substitui¢do nucleotidica escolhido
pelo MODELTEST foi o TrN+I (Tamura e Nei 1993) com os seguintes parametros:
Lset Base=(0.3287 0.3228 0.0975) Nst=6 Rmat=(1.0000 17.3004 1.0000 1.0000
9.3697) Rates=equal Pinvar=0.7977. As arvores geradas pelos métodos de maxima
verossimilhanca e inferéncia bayesiana apresentaram uma topologia idéntica e por isso
foram apresentadas em uma unica figura (Figura 15).

A arvore de maxima verossimilhanga mostra que, com exce¢do das populagdes
do AE Tapajos, ndo existem haplotipos associados a apenas uma area de endemismo, a
populagdo da IM compartilha haplotipos com populacdes das AE Xingu e Belém
(Figura 14, Figura 15). Assim, as populagdes da IM sao parafiléticas e ndo apresentam
haplotipos exclusivos. Devido a falta de monofilia reciproca entre as populagdes da IM
e das AE Belém e AE Xingu, ndo foram realizadas estimativas de relogio molecular

para essa espécie (Tabela 5).
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Figura 15. Arvore obtida pelo método de méxima verossimilhanca (modelo TrN+I), obtida por
500 réplicas de bootstrap do gene mitocondrial ND2 em X. spixii. Os niimeros acima da barra
representam o apoio estatistico para a maxima verossimilhanga e abaixo, para a inferéncia
Bayesiana. Sao mostrados apenas os valores de bootstrap acima de 50%, probabilidades iguais
ou acima de 95% em estdo em negrito. Na arvore estdo representados os haplotipos: IM = Ilha
do Marajo; TA = Tapajos; XI = Xingu; BE = Belém e GE = X. e. elegans ¢ X. e. ornatus.
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4.2 Glyphorynchus spirurus

De um total de 36 individuos amostrados foram obtidos 25 haplotipos tnicos
(Tabela 6) para o gene ND2, em fragmentos de 921pb abrangendo as posicdes de 5298 a
6226 do DNA gene ND2 da galinha (Gallus gallus). A média percentual da composigdo
de bases dos fragmentos mitocondriais foi igual a 33,3% de adenina, 32,4% de citosina,
10,5% de guanina e 23,8% de timina. Substitui¢des nucleotidicas foram observadas em
158 sitios, sendo 96 filogeneticamente informativas. O modelo de substituicdo
nucleotidica escolhido pelo MODELTEST foi o HKY+I (Hasegawa et al. 1985) com os
seguintes parametros: Lset Base=(0.3329 0.3239 0.1049) Nst=2 TRatio=6.5466

Rates=equal Pinvar=0.6088.
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Tabela 6. Haplotipos unicos da espécie G. spirurus, mostrando nimero de haplétipos, niumero
de campo ou de tombo dos espécimes depositados da colegdo ornitolégica do MPEG, area de
endemismo (AE) onde foi coletado o espécime e niumero da populacdo de acordo com a
localidade (vide Anexo 2).

Haplotipo Tombo/campo AE Populagio
1 A08248 Guiana 15
2 AMZ395 Imeri 13
3 DPNO049 Guiana 14
4 MPDS483 Rondonia 11
5 A8685 Belém 1
6 A08683 Belém 2
7 A07871 Belém 1
8 A08678, MLV09 Belém 1,2
9 A07873, A07869, PEG003 Belém 1,2
10 ACTAO018, MSPEG002 Belém 1,3

MSMARO030, MSMARO034,
MSMARO033, MSMARO38,

11 MSMARO059, MSMARO072, MARJ149 Maraj6 8, 10
12 MSMARO026 Marajo 10
13 MSMARO057 Marajo 10
14 MSMARO031 Marajo 10
15 MARJ028 Marajo 9
16 MARIJO070, PPBIO003 Maraj6, Xingu 4,9
17 PPBIO084 Xingu 4
18 PPBIOO010 Xingu 4
19 PPBIO269 Xingu 4
20 PPBIO002 Xingu 4
21 PPBIO159 Xingu 4
22 DPN128 Xingu 6
23 DPNO095 Xingu 6
24 UHEO072 Tapajos 5
25 MTMAO026 Rondonia 7
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Os parametros populacionais mostram que a AE Xingu apresenta o maior
numero de hapldétipos e diversidade nucleotidica. O teste de R2 foi significativo para as
populagdes da area AE Xingu e da IM, indicando evidéncias de eventos de expansao
populacional ou gargalos de garrafa nestas areas. O teste nao foi significativo para as

populagdes da AE Belém (Tabela 7).

Tabela 7. Numero de individuos (N), nimero de haploétipos, nimero de sitios segregantes (S),
diversidade nucleotidica () e teste de desvio de neutralidade (R2) a partir do fragmento do gene
ND2 (NADH, dehidrogenase subunidade 2) para as populagbes de G. spirurus das areas de
endemismo (AE) da Ilha do Marajo, Xingu e Belém.

AE N N. de Haplétipos S = (x100) R2
Marajo 12 6 9 0,235  0,0991%*%*
Xingu 8 8 21 0,700  0,0883**
Belém 10 6 8 0,206 0,135

** valores altamente significativos para P<0,01 significincia obtida por meio de comparagdo do R2
observado com a distribui¢do nula. Distribui¢do do teste estatistico sob a hipdtese nula de crescimento
constante, gerado por 10.000 réplicas de simulacdo de coalescéncia utilizando o nimero de sitios
segregantes e os tamanhos amostrais para cada amostra populacional.
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A AMOVA mostra que a maior parte da variabilidade genética nas populagdes
estudadas ¢ distribuida nas diferentes AE (65,24%), indicando populacdes antigas e bem

estruturadas filogeograficamente (Tabela 8).

Tabela 8. AMOVA (analise de varidncia molecular) baseada no gene mitocondrial ND2
(dehidrogenase subunidade 2) indicando variabilidade genética entre grupos, entre populagdes
das areas de endemismo (AE) Belém, Xingu e ilha do Marajd, entre popula¢des dentro das
areas de endemismo e dentro das populagdes de G. spirurus. A tabela mostra a fonte de
variagdo por grupos, os graus de liberdade (g.l.), os componentes de variacdo por grupo € a
porcentagem de variagao.

Fonte da Componentes  Porcentagem

variagio gl de variacio de variacio
Entre AE 2 3,15611 Va 65,24
Entre populagdes dentro das AE 5 0,14839 Vb 3,07
Dentro das populagdes 22 1,53283 Vc 31,69
Total 29 4,83732

Os valores de Fst foram significativos em todas as comparagdes par a par entre
as populacdes da IM, AE Xingu e AE Belém, indicando que as populacdes estdo
estruturadas geneticamente. Os valores de Nm (numero de migrantes) inferiores a um
indicam que o fluxo génico entre as populacdes € restrito e atualmente elas encontram-
se isoladas geneticamente (Tabela 9). Outra inferéncia que se pode fazer ¢ que o fluxo
génico entre as populacdes da IM e AE Xingu, apesar de ser insuficiente para causar

desestruturacao populacional, ¢ maior que o fluxo entre IM e AE Belém.
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Tabela 9. Lista dos valores nimero de migrantes (Nm, acima) e comparacdes par a par de Fgr
(abaixo) entre as populagdes de G. spirurus da ilha do Marajo, AE Xingu ¢ AE Belém. Valores
estatisticamente significativos para P < 0,001; (**).
Marajo Xingu  Belém
Marajo 0,4997 0,1200
Xingu 0,5001%** 0,2739
Belém  0,8065** 0,6460**

A rede de haplotipos (Figura 16) mostra que as populacdes estdo estruturadas
geneticamente, € que existe um grupo exclusivo de haplétipos da IM, associado a um
grupo contendo haplétipos das AE Xingu, e IM e um grupo bem estruturado de
haplotipos da AE Belém. A rede mostra também que a AE Xingu e IM compartilham

haplotipos iguais.
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Figura 16. Rede de haplétipos dos trés grupos de populagdes de G. spirurus. Os circulos sdo
proporcionais a freqiiéncia dos haplétipos (vide Tabela 6). Os niimeros referem-se a posicao de
cada mutagdo nos haplotipos.
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As arvores geradas pela maxima verossimilhanca e pela inferéncia Bayesiana
apresentaram topologias idénticas e foram condensadas na mesma figura (Figura 17),
mostrando a existéncia de um grupo de haplétipos exclusivos da IM com um forte apoio
estatistico (98/100%); o grupo de haplotipos endémicos da IM irmdo de um ramo
politomico contendo haplotipos distribuidos pela IM, AE Xingu ¢ AE Belém. Dentro
deste grupo politdmico existe ainda um clado com bom apoio estatistico (99/100%)

agrupando todos os individuos da AE Belém.
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Figura 17. Arvore obtida pelo método de méaxima verossimilhanga (modelo HKY+I), obtida
por 500 réplicas de bootstrap, do gene mitocondrial ND2 em G. spirurus. Os niimeros acima da
barra representam o apoio estatistico para a maxima verossimilhanga e abaixo, para a inferéncia
Bayesiana. Sdo mostrados apenas os valores de bootstrap acima de 50% e as probabilidades
posteriores iguais ou acima de 95% em negrito. Na arvore estdo representados os haplotipos:
IM = Ilha do Marajo, XI = Xingu, BE = Belém e GE = grupos externos.
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As estimativas de divergéncia molecular entre os haplotipos endémicos da IM e
seu grupo irmao, foram geradas a partir da topologia encontrada nas analises Bayesiana
e de maxima verossimilhanga (Figura 17) que foi utilizada para definir grupos,
utilizados para a construgdo de arvores ultramétricas geradas pelo programa BEAST.
Foram excluidos todos os haplotipos dos grupos externos € o modelo nucleotidico foi
escolhido novamente para essa matriz de dados. O modelo escolhido pelo
MODELTEST foi o TVM+I com os seguintes parametros: Lset Base = (0.3359 0.3272
0.1013), Nst =6 Rmat = (0.0000 2.8376 0.3990 1.4818 2.8376), Rates = equal, Pinvar
= 0.7910. O aplicativo BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) foi utilizado
para gerar um arquivo de extensdo XML para ser executado pelo programa BEAST.
Para isso, o arquivo contendo as sequéncias do gene NDZ2 em formato nexus foi
importado para o aplicativo BEAUti, sendo que os grupos de haplétipos foram pré-
determinados de acordo com a topologia encontrada para as analises de maxima
verossimilhanca. As taxas de substitui¢ao nucleotidicas foram ajustadas de acordo com
o modelo evolutivo escolhido pelo MODELTEST. Como o teste de LRT realizado pelo
Paup 4b10 ndo foi estatisticamente significativo (P < 0,01), foram calculadas
estimativas de relégio molecular estrito. A taxa de divergéncia utilizada para as
estimativas do rel6gio molecular foi de 2,0% por milhdo de anos (Weir e Schluter
2008). As estimativas de tempo de divergéncia e os grupos de haplotipos utilizados para
os calculos de tempo de divergéncia, assim como as idades estimadas para cada no de
separagdo entre os tdxons aparecem em detalhe na figura 18.

Para o né que separa os hapldtipos endémicos da IM de seu grupo irmio, foi

estimada uma idade de coalescéncia de 747.000 (413.000 a 1.127.000 95% DP) anos

AP. Para o n6 contendo unicamente os haplotipos das populagdes da AE Belém, a idade
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estimada foi de 243.000 (72.680 a 448.000, 95% DP) anos. Para o n6 de diversificagao
dos haplétipos endémicos da IM a idade estimada foi de 115.000 (21.030 a 234.000,

95% DP) anos AP (Figura 18).
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Figura 18. Detalhe da topologia utilizada para as estimativas do relégio molecular em G.
spirurus. Os numeros (1, 2, 3) mostram as idades estimadas em anos AP (antes do presente)
com base numa taxa de divergéncia de 2,0 % por milhdo de anos, para os nds de separagdo entre

0OS ramaos.
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4.3 Willisornis poecilinotus

De um total de 38 individuos amostrados foram recuperados 28 haplotipos
unicos (Tabela 12) para o gene ND2, em fragmentos de 934pb abrangendo as posigdes
de 5305 a 6338 do DNA gene ND2 da galinha (Gallus gallus). A média percentual da
composicao de bases dos fragmentos mitocondriais foi igual a 31,3% de adenina, 32,2%

de citosina, 10 % de guanina e 26,5% de timina.
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Tabela 10. Haplotipos unicos da espécie W. poecilinotus, mostrando nimero de haplotipos,
numero de campo ou de tombo dos espécimes depositados da colecdo ornitologica do MPEG,
area de endemismo (AE) onde foi coletado o espécime e nimero da populagdo de acordo com a
localidade (vide Anexo 3).

Haplétipo Tombo/campo AE Populacio
1 MARO005 Rondo6nia 11
2 DED251 Tapajos 9
3 BR163061 Tapajos 10
4 DPN91 Xingu 5

ACTA020, MSPEG004,

5 MSPEGO020, D02 Belém 1,2,3
6 GUNI106, D15, D16 Belém 1
7 GUN141 Belém 1
8 MSPEGO020 Belém 1
9 GUNMA174 Belém 1
10 MSMARO029, MSMARO074 Marajé 8
11 MSMARO047 Marajo 8
12 MSMARO028 Marajé 8
13 MSMARO068 Marajo 8
14 UHEO003 Tapajos 7
15 PPBIOI111, PPBIO031 Xingu 6
16 PPBI0268, PPBIO267 Xingu 6
17 PPBIO106 Xingu 6
18 PPBIO283 Xingu 6
19 PPBIO030 Xingu 6
20 BI02 Xingu 4
21 BI06 Xingu 4
22 D33 Belém 3
23 D12 Belém 3
24 D07 Belém 3
25 D36 Belém 3
26 D05 Belém 3
27 D42 Belém 3
28 D10 Belém 3
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As analises populacionais de W. poecilinotus mostram que as populagdes da IM
apresentam os mais altos niveis de diversidade nucleotidica. O teste de desvio de
neutralidade R2 nao rejeitou a hipotese nula de crescimento populacional constante, ou
seja, as populagdes nao apresentaram evidéncias de expansdo recente ou gargalos de

garrafa (Tabela 11).

Tabela 11. Numero de individuos (N), nimero de haplétipos, ntimero de sitios segregantes (S),
diversidade nucleotidica () e teste de desvio de neutralidade (R2) a partir do fragmento do gene
ND2 (NADH, dehidrogenase subunidade 2) para as populagdes de W. poecilinotus das areas de
endemismo (AE) da Ilha do Marajo, Xingu e Belém.

AE N Numero de haplétipos S 7t (x100) R2
Marajo 5 4 11 0,535 0,2199 NS
Xingu 11 8 12 0,370  0,1378 NS
Belém 17 12 11 0,305 0,1149 NS

NS, valores ndo significativos para P<0,05; significancia obtida por meio de comparacdo do R2
observado com a distribuicdo nula. Distribuicdo do teste estatistico sob a hipotese nula de crescimento
constante, gerado por 10.000 réplicas de simulagdo de coalescéncia utilizando o numero de sitios
segregantes e os tamanhos amostrais para cada amostra populacional.
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A AMOVA indica alta diferenciacdo genética das populagcdes, sendo que a maior
parte da variabilidade genética ocorre entre as populagdes das AE (59,8 %), indicando

populagdes antigas e bem estruturadas (Tabela 12).

Tabela 12. AMOVA (analise de varidncia molecular) baseada no gene mitocondrial ND2
(dehidrogenase subunidade 2) indicando variabilidade genética entre grupos, entre populagdes
das areas de endemismo (AE) Belém, Xingu e ilha do Marajd, entre popula¢des dentro das
areas de endemismo e dentro das populagdes de W. poecilinotus. A tabela mostra a fonte de
variagdo por grupos, os graus de liberdade (g.l.), os componentes de variacdo por grupo € a
porcentagem de variagdo.

Fonte da Componentes Porcentagem

Variacao gl da variacio de variacio
Entre areas de AE 2 2,72609 Va 59,85
Entre populagdes dentro das AE 4 0,30927 Vb 6,79
Dentro das populacdes 26 1,51960 Vc 33,36
Total 32 4,55495

As andlises de Fgr indicam alta diferenciacdo entre todas as populacdes
comparadas, ou seja, elas encontram-se geneticamente estruturadas e os valores de Nm
indicam restrito fluxo génico entre elas. Nas comparagdes par a par, pode-se notar que

as maiores taxas de migracdo ocorrem entre a IM e AE Xingu.
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Tabela 13. Lista dos valores numero de migrantes (Nm, acima) e comparagdes par a par de Fst
(abaixo) entre as populagdes de W. poecilinotus da ilha do Marajo, AE Xingu, AE Belém e AE
Tapajos. Valores estatisticamente significativos para P < 0,01; (*) e altamente significativos
para P <0,001; (**).

Marajo  Xingu  Belém Tapajos

Marajé - 0,6360  0,2167  0,4924
Xingu  0,4401%** - 0,2667  0,4798
Belém  0,6976** 0,6520%** - 0,1778

Tapajés 0,5038* 0,5103* 0,7377**

A rede de haplotipos mostra que as populagdes das areas de endemismo encontram-
se estruturadas geograficamente e que os haplotipos da IM sdo mais proximamente
relacionados aos haplotipos da AE Xingu do que aos da AE Belém; além disso, existe
um grupo bem estruturado de haplotipos exclusivos da AE de Belém. Os haplétipos da
AE Tapajés apresentam um relacionamento proximo com os haploétipos da IM e AE

Xingu.
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Figura 19. Rede de haplotipos dos quatro grupos de populagdes, de W. poecilinotus. Os
circulos sdo proporcionais a freqiiéncia dos hapldtipos (vide Tabela 8). Os numeros

correspondem as posi¢oes dos nucleotideos onde existem mutagoes.
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As arvores geradas pela maxima verossimilhanca e pela inferéncia Bayesiana
apresentaram topologias idénticas e foram representadas em uma Unica figura (Figura
20). A despeito dos baixos valores de apoio estatistico para alguns nos importantes, as
arvores apresentaram um grupo de haplotipos endémico da IM irmao de um ramo
politomico contendo os demais haplotipos distribuidos pela AE Xingu, IM e AE Belém.
A AE Belém apresentou populagdes monofiléticas, embora nao tenha sido possivel
estabelecer com seguranga sua maior proximidade filogenética em relagdo as
populagdes das AE Xingu e AE Tapajos, devido aos baixos valores estatisticos de apoio

nodal (Figura 20).
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Figura 20. Arvore obtida pelo método de méxima verossimilhanga, obtida por 500 réplicas de
bootstrap, sumarizada com a arvore de inferéncia bayesiana, do gene mitocondrial ND2 em W.
poecilinotus. Os numeros acima da barra representam o apoio estatistico para a maxima
verossimilhanga e abaixo, para a inferéncia Bayesiana. S3o mostrados apenas os valores de
bootstrap acima de 50%, probabilidades iguais ou acima de 95% em negrito. Na arvore estdo
representados os haplétipos: IM = ilha do Marajo; TA = Tapajos; XI = Xingu; BE = Belém e
GE = grupos externos.
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As estimativas de divergéncia molecular entre os haplotipos endémicos da IM e
seu grupo irmao, foram geradas a partir da topologia encontrada nas analises Bayesiana
e de maxima verossimilhanga (Figura 20) que foi utilizada para definir grupos,
utilizados para a constru¢do de arvores ultramétricas geradas pelo programa BEAST.
Foram excluidos todos os haplotipos dos grupos externos € o modelo nucleotidico foi
escolhido novamente para essa matriz de dados. O modelo escolhido pelo
MODELTEST foi o TrN+I+G com os seguintes parametros: Lset Base=(0.3131 0.3219
0.1000) Nst=6 Rmat=(1.0000 8.9953 1.0000 1.0000 3.6013) Rates=gamma

Shape=0.7533 Pinvar=0.8841.

O aplicativo BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) foi utilizado para
gerar um arquivo de extensao XML para ser executado pelo programa BEAST. Para
1sso, o arquivo contendo as sequéncias do gene ND2 em formato nexus foi importado
para o aplicativo BEAUti, sendo que os grupos de haplétipos foram pré-determinados
de acordo com a topologia encontrada para as analises de maxima verossimilhancga. As
taxas de substituicdo nucleotidicas foram ajustadas de acordo com o modelo evolutivo
escolhido pelo MODELTEST. Como o teste de LRT realizado pelo PAUP 4b10 nao foi
estatisticamente significativo (P < 0,01), foram calculadas estimativas de relogio
molecular estrito. A taxa de divergéncia utilizada para as estimativas do reldgio
molecular foi de 2,0% por milhdo de anos (Weir e Schluter 2008). As estimativas de
tempo de divergéncia e os grupos de haplotipos utilizados para os calculos de tempo de
divergéncia, assim como as idades estimadas para cada n6 de separacdo entre os tdxons

aparecem em detalhe na figura 21.

Para o n6 que separa os haploétipos endémicos da IM de seu grupo irmao, a idade

de coalescéncia foi estimada em 798.000 (448.000 a 1.200.000, 95% IC) anos AP. Para
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o clado que contém os haplotipos da AE Belém, a idade de coalescéncia estimada foi de
295.000 (124.000 a 501.000, 95% IC) anos AP. Para o n6 de diversificacdo dos
haplotipos endémicos da IM, a idade estimada foi de 193.000 (49.860 a 365.000, 95%

IC) anos AP (Figura 21).
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Figura 21. Detalhe da topologia utilizada para as estimativas do relégio molecular em W.
poecilinotus. Os nameros (1, 2, 3) mostram as idades estimadas em anos AP (antes do presente)
com base numa taxa de divergéncia de 2,0 % por milhdo de anos, para os nds de separagdo entre
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5. DISCUSSAO

Nas populag¢des de X. spixii estudadas as comparagdes Fst par a par indicaram
que as populagdes das AE Xingu, AE Belém e IM ndo apresentam estruturagdo
geografica, o que também pode ser inferido a partir da AMOVA e da rede de
haplotipos, ou seja, as populagdes de X. spixii se mostraram polifiléticas com relagdo a
sua distribuicdo nas areas de endemismo. Esse padrdo foi encontrado também por
Aleixo (2004) que demonstrou as populagdes de X. spixii da AE Belém e AE Para (AEs
Xingu + Tapajos, segundo a classificacdo de Silva et al. 2005) formavam uma area
composta, compartilhando a maioria dos haplotipos, ou seja, os clados recuperados nao
se excluiam mutuamente nas diferentes areas de endemismo, mas sim através do rio
Xingu em suas margens opostas. Mais especificamente, concluimos que a maior
intensidade de fluxo génico ocorre entre as populagdes da IM e as AE Xingu e AE
Belém (Tabela 5). As populacdes da AE Tapajos encontram-se geneticamente isoladas,
trocando muito poucos migrantes com as outras populacdes. Com uma amostragem
mais detalhada foi possivel inferir que existiu fluxo génico através do rio Xingu,
representado pelos haplétipos compartilhados por individuos das AE Tapajos e AE
Xingu; apesar disso, atualmente, estas populagdes encontram-se isoladas
geneticamente, considerando-se os altos valores de Fst (Tabela 5).

Esse padrao pode ser explicado ndo apenas ao dinamismo geologico da regido
do baixo Tocantins — IM, mas também pelas caracteristicas particulares da espécie
relacionadas a sua capacidade de dispersdo e potencial de colonizacdo e ocupacdo das

novas areas. Em comparagdo com G. spirurus ¢ W. poecilinotus, X. spixii possui maior
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tamanho corporal, e conseqiientemente, maior capacidade de véo e dispersao (Marantz
et al. 2003).

O “efeito de barreira” dos rios amazonicos para aves ¢ altamente especifico para
cada espécie, sendo extremamente forte para espécies que habitam o interior da floresta
a fraco ou até inexistente para aves de com maior capacidade de voo, que habitam as
copas das arvores (Haffer 1992). Entretanto, Hayes e Sewlal (2004) estudaram a
distribuicao de 448 espécies de aves e avaliaram a efetividade do rio Amazonas como
barreira para a dispersdao de espécies e concluindo que o rio ¢ mais efetivo como
barreira em sua foz, especialmente para espécies restritas a florestas e ao habitat de
terra firme. Apesar de ndo encontrarem diferengas significativas entre espécies de aves
que habitam o sub-bosque e o dossel, o efeito de barreira foi mais significativo para
Thamnophilidae e menos significativo para espécies pertencentes as familias
Dendrocolaptidae, Furnaridae, Tyrannidae, Cotingidae, Thraupidae, Emberezidaec e
Icteridae.

Apesar de ndo serem proximamente relacionadas filogeneticamente, as espécies
G. spirurus e W. poecilinotus apresentaram arvores filogenéticas com topologias muito
semelhantes, assim como os padroes de redes de haplotipos. Ambas as topologias
estimadas para G. spirurus e W. poecilinotus indicam de forma contrastante em relagao
a X. spixii, um evento inicial separando as popula¢des da IM daquelas das AE Xingu ¢
AE Belém e um posterior contato secundario recente na IM entre a populacgdo isolada e
endémica da propria IM com populacdes do continente provenientes da AE Xingu. No
caso de G. spirurus, Essa hipotese é corroborada pela alta diferenciagdo genética e
monofilia reciproca fortemente apoiada do grupo de haplotipos endémico da IM e pelo

fato da maior parte do fluxo génico mais recente ocorrer entre as populacdes da IM e
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aquelas da AE Xingu (Figuras 17 ¢ 20). No caso de W. poecilinotus, devido aos baixos
apoios estatisticos obtidos nos nés que separam o ramo de hapldtipos tnicos da IM, nao
foi possivel resolver com segurancga as relagdes filogenéticas entre as populagdes da IM
e aquelas das AE Belém, AE Xingu e AE Tapajos. Entretanto, os padrdes mostrados
pelas redes de haplétipos, as taxas de migracao observadas e os altos niveis de Fsr e as
semelhancas com a topologia das arvores filogenéticas obtida para G. spirurus, uma
espécie distinta e filogeneticamente ndo aparentada, indicam que a hipodtese dos
haplotipos endémicos da IM serem irmaos de um clado contendo os demais haplétipos
distribuidos na AE Xingu, AE Belém e AE Tapajos ¢ a mais provavel também para W.
poecilinotus.

A congruéncia entre topologias de darvores filogenéticas de taxons nao
relacionados ¢ uma forte evidéncia de uma histéoria comum em resposta a efeitos
vicariantes (Cracraft 1985). Estudando os padrdes filogeograficos de trés espécies de
aves ndo relacionadas filogeneticamente, Burns et al. (2007) encontraram semelhangas
e diferengas entre elas; apesar destes autores nao encontrarem concordancia de quebras
genéticas entre as espécies analisadas em escalas regionais, eles verificaram em escalas
geograficas mais amplas uma maior concordancia.

Em relacdo aos diferentes padrdes filogeograficos apresentados por X. spixii, G.
spirurus e W. poecilinotus, podemos concluir que as diferencas se devem
principalmente as caracteristicas particulares de cada espécie. Tanto G. spirurus quanto
W. poecilinotus sdo relativamente pequenas e em outros estudos apresentaram altos
niveis de divergéncia genética (Marks et al. 2002, Bates et al. 2004) o que pode estar

relacionado a seu menor poder de dispersdo, diferentes taxas metabolicas e
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conseqiientemente maior potencial para acumular divergéncia genética devido a eventos
vicariantes.

Prum (1988) analisando o relacionamento entre as areas de endemismo do
Choc6 e América Central e areas de endemismo da Amazdnia encontrou dois padrdes
igualmente parcimoniosos, cada um apoiado por um grupo de taxons ecologicamente
distintos, sugerindo que taxons com capacidades diferentes de dispersao respondem de
maneira distinta a0 mesmo efeito vicariante. Assim, tdxons com maior capacidade de
dispersdo nao responderiam a eventos vicariantes que preveniriam o fluxo génico em
espécies com baixas capacidades de dispersao (Aleixo e Rossetti 2007).

Apesar da idade relativamente recente estimada para a separagao da IM do
continente inferida & partir de dados geologicos (Rossetti € Valeriano, 2007), ¢ notavel a
existéncia de um grupo de hapldtipos endémicos da IM tanto para G. spirurus quanto
para W. poecilinotus, além do fato das populagdes da AE Belém serem reciprocamente
monofiléticas em relagdo aos demais agrupamentos (Figura 17 e 20).

As estimativas das idades de separacdo entre os clados de G. spirurus indicam:
1) que o grupo de haplotipos endémico da IM teria se separado hé pelo menos 185.000
(£ 617) anos AP dos demais; 2) as estimativas para a separacdo dos haplotipos
endémicos da AE Belém datam de pelo menos 60.230 (£296) anos AP e 3) um ultimo
evento de diversificacdo ocorreu no clado de haplétipos endémicos da IM ha pelo
menos 28.240 (188) anos AP (Figura 18). Assim, no caso de G. spirurus foi possivel
refutar a hipotese de trabalho inicial que previam que as populagdes da IM teriam se
originado recentemente a partir das populagdes continentais (AE Xingu) separadas do
continente pelos eventos de mudanga de curso do rio Tocantins e subseqiiente formagao

do arquipélago do Marajo. Contudo, se as popula¢des de G. spirurus da IM incluem



100

haplétipos mais antigos que aqueles distribuidos nas populagdes das AE Xingu e AE
Belém, como explicar a aparente contradi¢do entre os dados filogeograficos com a
evidéncia geoldgica que aponta para uma IM de formagdo mais recente em relacao ao
continente?

O primeiro n6 (o mais antigo) separa uma populacao endémica da IM daquelas
das AE Xingu e AE Belém 747.000 (413.000 a 1.127.000 95% DP). Esse n6 pode ser
associado tentativamente ao evento de compartimentacdo do terreno correspondente a
regido do antigo vale do rio Tocantins, que aconteceu em algum momento antes de
67.000-65.000 AP, com gradativo afundamento da area correspondente ao paleovale do
rio Tocantins, cujos limites se estendem do leste da ilha, até aproximadamente a baia de
Caxiuana, fazendo um funil em dire¢do a Tucurui e se amplificando em dire¢ao a norte
através da IM (D. F. Rossetti, com. pess.) (Figura 2). Esse afundamento poderia ter
levado ao estabelecimento do paleo-rio Tocantins, considerando a hipotese das
populagdes mais antigas da IM nesse momento encontrarem-se no que seria a margem
oeste da IM atualmente, antes do estabelecimento do paleo-rio, esse evento teria isolado
essas populagdes. Entretanto, dado ndo existem dados geoldgicos disponiveis para
precisar a idade absoluta deste evento, mas este poderia ter sido um fator da primeira
diferenciacdo de G. spirurus na IM.

O segundo n6 estimado para o clado contendo as populacdes da AE Belém
243.000 (72.680 a 448.000, 95% DP), pode estar associado ao efeito de historico de
barreira do rio Guama, que se estendia através da regido do lago Arari, e do paleorio
Tocantins. Apesar de ndo existirem ainda dados que confirmem a presenca dessa
drenagem nesse periodo, ha evidéncias que confirmam a existéncia do paleo rio Guama

ha pelo menos 40.000 anos AP (Figura 4). Desse modo, o isolamento das populacdes da
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AE de Belém seria intensificado pelo afogamento das florestas que existiam no lado
leste da regido correspondente a IM, e pelo estabelecimento do curso atual do rio
Tocantins. Essa inundagdo teria influenciado tanto o leste da IM, quanto outras ilhas
menores do arquipélago, como a ilha Mexiana, provocando a extingdo de parte da
avifauna de sub-bosque mais especializada (Henriques 1993). A auséncia de algumas
espécies de cerrado comuns nos enclaves da Amazonia no lado leste da IM pode ser
atribuida a esse evento de transgressao marinha (J. M. C. da Silva, com. pess.). Da
mesma maneira, em areas onde existiam tesos, como o oeste da IM e ilha Caviana, essa
avifauna caracteristica de sub-bosque parece ter permanecido inalterada, o que nos leva
a concluir que essas areas nao sofreram inundacdes decorrentes das incursdes marinhas
(Henriques 1993).

O ultimo n6 com uma idade aproximada de 115.000 (21.030 a 234.000, 95%
DP) anos AP (Figura 18), representa um momento de diversificagdo dessa linhagem
endémica da IM que ja se encontrava isolada, mesmo anteriormente a separacao total da
IM. Neste momento supostamente haveria restricdes mais drasticas ao fluxo génico, ou
seja, as populacdes da IM deixariam de trocar individuos com o continente. De acordo
os dados populacionais de G. spirurus, as populagdes da AE Xingu e IM apresentam
sinais de expansao populacional recente ou gargalos de garrafa (extingdo de algumas
populacdes locais). Esse sinal pode ser efeito de uma redugdo populacional relacionada
a redugdo das florestas de terra firme, que poderiam causar a separagdo dessas
populacdes antes mesmo da separagdo total da IM em relagdo ao continente.

As estimativas de idades de coalescéncia entre os ramos das arvores
filogenéticas de W. poecilinotus indicam que o grupo de individuos endémico da IM

teria se separado ha pelo menos 798.000 (448.000 a 1.200.000, 95% IC) anos AP. As
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estimativas para a separagao do clado da AE Belém datam de pelo menos 295.000
(124.000 a 501.000, 95% IC) AP e um ultimo evento de diversificacdo envolveria o
clado endémico da IM, data em cerca de pelo menos 193.000 (49.860 a 365.000, 95%

IC) anos AP (Figura 21).

A despeito dos diferentes vieses que as andlises de reldégio molecular podem
apresentar (Rutchsmann 2006, Weir e Schluter 2008), as duas espécies apresentaram
idades de coalescéncia proximas, considerando-se as taxas de evolucao nucleotidicas e o
tempo de separagdo necessarios para a acumulagdo de divergéncia genética. Assim,
provavelmente os mesmos eventos vicariantes discutidos acima para G. spirurus agiram
sobre as populagdes de W. poecilinotus, e fatores como a baixa capacidade de dispersao,
tamanho corporal e distintas taxas de evolucao nucleotidica teriam contribuido para que
essa espécie respondesse a esses eventos mais rapidamente.

Page e Hugues (2007) estudaram a estrutura filogeografica de linhagens cripticas
de camardes de agua doce Caridina indistincta nas dunas arenosas do sudoeste
Queensland, leste da Australia, na tentativa de desvendar qualquer influéncia potencial
das oscilagdes do nivel do mar ocorridas durante o Quaternario na estrutura genética
dessas populacdes, e surpreendentemente, descobriram que essas linhagens se
divergiram e se diversificaram durante o Mioceno/Plioceno, sendo anteriores a
paisagem onde elas sdo encontradas atualmente. Essa aparente discrepancia entre
eventos geologicos e distribui¢do espacial e genética das populagdes levou-os a ampliar
suas escalas de tempo e espago além do Pleistoceno, revelando uma maior
complexidade de relacionamentos entre os eventos historicos e a distribuicdo dessas

linhagens.
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Assim como ocorreu no estudo citado anteriormente, no presente estudo e em
muitas outras tentativas de relacionar a distribuicao de espécies a eventos climaticos,
geologicos e historicos (e. g. Avise 1998, Barluenga e Meyer 2005), os processos
responsaveis pela distribuicao atual de espécies podem nao ser tdo simples e
imediatamente aplicaveis, desvendando a existéncia de processos mais complexos e
evidenciando a necessidade de amostragens que abarquem escalas de tempo adequadas
ao fendomeno biolodgico em questdo, levando em conta também os problemas e

limitagdes relacionadas a aplicacdo direta do relogio molecular para estimativas de

tempo de coalescéncia entre espécies (Ritchie et al. 2004).
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6. CONCLUSOES

As andlises filogeograficas realizadas a partir do gene ND2 puderam elucidar
como a dinamica geolodgica da IM atuou sobre as trés espécies analisadas gerando
padrdes populacionais similares para duas delas (G. spirurus e W. poecilinotus), que
responderam mais rapidamente aos eventos de separagao gerados pela dinamica
geoldgica ocorrida na regido. De modo contrastante, para a espécie X. spixii, os eventos
de separagdao da IM ndo ocasionaram uma estruturacdo geografica significativa entre
suas populagdes, ou seja, para essa espécie as barreiras foram provavelmente mais
permeaveis, permitindo um maior fluxo génico entre as populagdes envolvidas e
conseqilientemente, uma menor diferenciagdo entre elas. Apesar de existir uma tendéncia
a estruturacao populacional através do rio Xingu, o fluxo génico entre as populagdes da
IM e aquelas das AE Xingu e AE Belém continua ocorrendo atualmente.

Concluimos que as populagdes de G. spirurus e W. poecilinotus da IM sdo mais
antigas do que o eventos que levaram a sua separagdo do continente. Apesar da aparente

falta de congruéncia temporal entre os eventos geoldgicos que culminaram na separagao
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da IM e as idades de separagao de suas populagcdes, outros eventos vicariantes como,
por exemplo, o afundamento da regidao do paleovale do rio Tocantins, e as mudangas
ocorridas no seu curso e conseqiientes flutuagdes vegetacionais podem estar por tras dos

padrdes observados.
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Anexo 1. Lista de tecidos de X. spixii utilizados neste estudo, depositados na cole¢cdo do MPEG, niimero de tombo ou de campo (Tombo/campo),

localidade de coleta (Localidade), area de endemismo (AE) e nimero da populagio (Populagdo).
Campo/tombo | Localidade AE Populacio
UHE357 Rio Xingu, margem direita, Senador José Porfirio (3031'47.2"S, 51043'58.6"W) Xingu |4
UHE358 Rio Xingu, margem direita, Senador José Porfirio (3031'47.2"S, 51043'58.6"W) Xingu |4
UHE384 Rio Xingu, margem direita, Senador José Porfirio (3031'47.2"S, 51043'58.6"W) Xingu |4
UHEA456 Rio Xingu, margem direita, Senador José Porfirio Xingu |4
BR163-060 Altamira, 30 km SW Castelo dos Sonhos, Fazenda Jamanxin (8023'55,5"S,55023'08"W) Tapajos |5
BR163-065 Altamira, 30 km SW Castelo dos Sonhos, Fazenda Jamanxin (8023'55,5"S,55023'08" W) Tapajos |5
BR163-010 Altamira, 30 km SW Castelo dos Sonhos, Fazenda Jamanxin (8023'55,5"S,55023'08" W) Tapajos |5
BR163-028 Altamira, 30 km SW Castelo dos Sonhos, Fazenda Jamanxin (8023'22,9"S,55022'12,8"W) | Tapajés |5
BR163-029 Altamira, 30 km SW Castelo dos Sonhos, Fazenda Jamanxin (8023'22,9"S,55022'12,8"W) | Tapajoés |5
BR163-130 20 km SW de Novo Progresso (701129,1"S,55029'43.3"W) Tapajés |6
BR163-145 20 km SW de Novo Progresso (701129,1"S,55029'43.3"W) Tapajos |6
BR163-185 Itaituba, 7 km NW Moraes de Almeida (6012'07,7"W,55041'17,6"W) Tapajos |7
BR163-212 Itaituba, 7 km NW Moraes de Almeida (6012'07,7"W,55041'17,6"W) Tapajos |7
A07884 Pard, Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samatma Belém 1
MSMARO058 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajé |2
MSMARO066 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajé |2
MSMARO067 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajé |2
MSMARO71 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Maraj6é |2
PPBIO 061 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu |3
PPBIO 090 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu |3
PPBIO 096 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu |3
PPBIO 110 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 3
PPBIO 165 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu |3
PPBIO 300 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 3
MSPEGO18 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17°57"'W Belém |1
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Campo/tombo | Localidade AE Populacio
MSPEGO017 Gunma, Belém, 01°11'57,35"'S 48°17°'57"'W Belém |1
MSPEGO001 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17'57"'W Belém |1
PEG006 Gunma, Belém, 01°11'57,35"'S 48°17°'57"'W Belém |1
MSPEGO024 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17'57"'W Beléem |1




Anexo 2. Lista de tecidos de G. spirurus utilizados neste estudo, depositados na cole¢do do MPEG, niimero de tombo ou de campo (Tombo/campo),

localidade de coleta (Localidade), area de endemismo (AE) e nimero da populagdo (Populagio).

Campo/tombo | Localidade AE Populacio
DPN 128 Municipio de Ourilandia do Norte Xingu 6
DPN 95 Municipio de Ourilandia do Norte Xingu 6
ACTAO18 Viveiro Acta, 25 Km SW. Quatro Bocas, Tomé-Agu, 02°36'36°'S; 48°20'42.2"'W Belém 3
A07869 Para, Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samatma Belém 2
A07870 Pard, Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samatma Belém 2
A07871 Paréd, Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samatima Belém 2
A07873 Pard, Municipio de Barcarena, Reserva do hotel Samatma Belém 2
MARIJ 070 I1ha do Maraj6, Ponta de Pedras, Fazenda Santa Maria (01020'08,3"S, 48057'10,8"W) Marajo |9
MARIJ 057 Ilha do Marajd, Ponta de Pedras, Sitio Chapéu Virado (01020'08,5"S, 48056'0,06"W) Marajé6 |9
MARIJ 149 ITha do Marajd, Municipio de Chaves, cerca de 3 km S (00012'10,8"S, 49058'48,8"W) Marajé |8
DPN 049 Rio Jari, margem esquerda, Laranjal do Jari, Cachoeira Santo Antonio (000 39'S, 520 30'W) | Guianas |14
UHEQ72 Rio Xingu, Altamira, Ilha da Taboca (UHE Belo Monte 3023'36"S, 51057'48"W) Tapajos |5
A08248 Paréd, Municipio de Alenquer, Fazenda Capintuba, Margem esquerda do rio Amazonas Guianas |15
MSMAR 072 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Maraj6 |10
MSMAR 026 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajo 10
MSMAR 030 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Maraj6 |10
MSMAR 031 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajo 10
MSMAR 033 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Maraj6 |10
MSMAR 034 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Maraj6 |10
MSMAR 038 |Ilha do Maraj6, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajo6 |10
MSMAR 057 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Maraj6 |10
MSMAR 059 |Ilha do Marajo, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajo 10
PEG003 Gunma, Belém, 01°11'57,35"'S 48°17°'57"'W Belém 1
A8678 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17°'57""W Belém 1
A8683 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17°'57""W Belém 1
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Campo/tombo | Localidade AE Populagio
A8685 Gunma, Belém, 01°11'57,35"'S 48°17°'57"'W Belém 1
MLV09 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17°57"'W Belém 1
PPBIO 269 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
PPBIO 272 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
PPBIO 084 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
PPBIO 010 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
PPBIO 003 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
PPBIO 159 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
PPBIO 002 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 4
MPDS 483 Municipio de Ji-Parand, Igarapé Lurdes, Aldeia Gavides (10026'S, 61039"W) Rondonia | 11
MTMA 026 Canarana, Fazenda Tanguro (12053'29,8"S,52022'26,7"W) Rondoénia | 7
AMZ 395 Rio Cuiuni, margem esquerda, Barcelos (00047'00"S,63016'54"W) Imeri 13
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Anexo 3. Lista de tecidos de W. poecilinotus utilizados neste estudo, depositados na cole¢do do MPEG, niimero de tombo ou de campo

(Tombo/campo), localidade

de coleta (Localidade), rea de endemismo (AE) e numero da populagio (Populagdo).
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Campo/tombo | Localidade AE Populacio
MAYA 028 ITha do Maraj6, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajo |8
MAYA 029 Ilha do Marajd, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023"24"W) Maraj6 |8
MAYA 046 ITha do Marajd, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023"24"W) Maraj6 |8
MAYA 047 Ilha do Marajd, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023"24"W) Maraj6 |8
MAYA 068 ITha do Marajd, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023"24"W) Maraj6 |8
MAYA 074 ITha do Maraj6, Breves, Sitio do Waldir (01033'48,2"S,50023'24"W) Marajo |8
DPN 91 Municipio de Ourilandia do Norte Xingu 5
UHEO003 Rio Xingu, Altamira, Ilha da Taboca (UHE Belo Monte 3022'63"S, 51057'57"W) Xingu 6
PPBIO 106 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
PPBIO 111 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
PPBIO 267 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
PPBIO 268 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
PPBIO 283 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
PPBIO 030 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
PPBIO 031 Portel, FLONA do Caxiuana, Plot PPBIO (01057'S; 51036'W) Xingu 6
MPDS 509 Municipio de Ji-Parand, Igarapé Lurdes, Aldeia Gavides (10026'S, 61039"W) Rondonia | 11
DED 251 Municipio Sinop, margem direita Rio Teles Pires, Fazenda Missioneira (11036,3'S, 55040,3'W) | Tapajos |9
ACTAO020 Viveiro Acta, 25 Km SW. Quatro Bocas, Tomé-Agu, 02°36'36°'S; 48°20'42.2""W Belém 2
BR163-061 Altamira, 30 km SW Castelo dos Sonhos, Fazenda Jamanxin (8023'55,5"S,55023'08" W) Tapajos |10
MSPEG020 Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17'57"'W Belém 1
GUNI106 Gunma, Belém, 01°11'57,35"'S 48°17°'57"'W Belém 1
GUNMAI141 |Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17'57"'W Belém 1
GUNMAI174 | Gunma, Belém, 01°11°57,35"'S 48°17'57"'W Belém 1
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Campo/tombo | Localidade AE Populacio
MAR 005 Manicoré, Rodovia do Estanho, km 136 (08041'14,3"S, 61024'29,4"W) Rondobnia |11
02D Tucurui, margem direita Belém 3
07D Tucurui, margem direita Belém 3
10D Tucurui, margem direita Belém 3
12D Tucurui, margem direita Belém 3
15D Tucurui, margem direita Belém 3
16D Tucurui, margem direita Belém 3
33D Tucurui, margem direita Belém 3
36D Tucurui, margem direita Belém 3
BI102 Tucurui, margem esquerda Xingu 4
B106 Tucurui, margem esquerda Xingu 4
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