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“Cada descoberta cientifica € uma pequena historia de aventura. Partindo da seguranca
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RESUMO

A ordem Passeriformes agrupa cerca de 60% das espécies de aves. E uma das
ordens com maior dificuldade na compreensdo das relacdes filogenéticas entre os taxons
devido as minimas diferencas morfoldgicas, que estendem-se para familias e géneros. O
género Elaenia é composto por 18 espécies e 38 subespécies, as quais apresentam
morfologia uniforme, de coloragdo basicamente verde-oliva e com poucas variagoes entre
cristas projetadas e pouca coloracao branca ou amarela nestas cristas. Estas espécies estdo
amplamente distribuidas nas Américas sendo que muitas delas apresentam grande area
de sobreposicdo de suas distribuicdes. A dificuldade de diferenciacdo morfoldgica entre
alguns taxons deste género, torna a identificacdo destas espécies uma tarefa dificil em
areas de simpatria. Além disso, a possivel ocorréncia de hibridos pode dificultar ainda
mais a diferenciagao destes taxons. Diante disso, este trabalho teve por objetivo verificar
o nivel de diferenciacdo morfométrica e a existéncia de hibridos entre trés espécies do
género Elaenia: E. cristata, E. chiriquensis e E. flavogaster. Para as analises
morfomeétricas, foram amostrados 636 individuos das trés espécies alvo deste estudo.
Foram coletadas seis medidas morfoldgicas de cada individuo. O nivel de diferenciacao
morfométrico das espécies foi verificado pelos testes de variancia multivariada —
MANOVA, anédlise de variancia — ANOVA seguida de teste de Tukey, analise
discriminante linear — LDA e construcdo e validacdo do modelo de atribuicdo. Erros de
identificacdo e possiveis hibridos foram investigados por meio da anélise da variacao de
sequéncias do gene mitocondrial ND2. Para tanto, foram selecionados 99 individuos das
trés espécies alvo amostrados em campo. Morfometricamente, houve diferenca estatistica
significativa quando E. chiriquensis foi comparada a E. cristata e E. flavogaster. O
modelo de atribuicdo teve performance de acerto de 83% de atribui¢cfes corretas para a
espécie E. chiriquensis, 81% para E. flavogaster e 76% para E. cristata. As reconstrucdes
filogenéticas por Maxima Verossimilhanca e por Inferéncia Bayesiana indicam que as
trés espécies constituem linhagens independentes. A estimativa do tempo de divergéncia
entre as linhagens foi de aproximadamente 7,82 milhGes de anos para E. cristata, 3,91
milhGes de anos para E. flavogaster e 3,39 milhdes de anos para E. chiriquensis. Alguns
individuos identificados morfologicamente em campo como E. flavogaster e E. cristata,
mostraram compartilhamento de hapl6tipos para o gene mitocondrial ND2 referente a
linhagem de E. chiriquensis. Erros de identificacdo, ocorréncia de hibridos ou possivel
dimorfismo sexual podem ser explicacOes para estes casos.

Palavras-chave: Elaenia, filogenia, morfometria.
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ABSTRACT

Passeriformes order has about 60% of all bird species. This order is one of the
most difficult to understand the phylogenetic relationships among taxa due to minimal
morphological differences, these difficulties extend to families and genera. The Elaenia
genus composed of 18 species and 38 subspecies, which shown uniform morphology,
characterized by olive coloring and little variation in the color of the crest, ranging from
white to yellow. These species are widely distributed in the Americas, many of which has
large area of overlap of their distributions. The difficulty of morphological differentiation
between some taxa of this genus makes identification of these species a difficult task in
areas of sympatric. Furthermore, the possible occurrence of hybrids can further
complicate the differentiation of these taxa. This study aims to determine the level of
morphometric and hybrid occurrence between three species of the genus Elaenia: E.
cristata, E. chiriquensis and E. flavogaster. For morphometric analysis, we collected 636
individuals of the three species. Six morphological measurements of each individual were
performed. The level of morphometric differentiation of species was identified by
multivariate variance Tests - MANOVA, analysis of variance - ANOVA followed by
Tukey's test, linear discriminant analysis - LDA, construction and validation of the
attribution model. Misidentification and possible hybrids were investigated by analyzing
the sequence variation of mitochondrial gene ND2, we selected 99 individuals from the
three target species sampled in the field. There was a statistically significant
morphometric difference between E. chiriquensis and E. cristata and E. flavogaster. The
attribution model had 83% correct performance of correct assignments for E.
chiriquensis, 81% for E. flavogaster and 76% for E. cristata. Phylogenetic
reconstructions were created using maximum likelihood and Bayesian Inference. Results
indicated independents lineages for all three species. The estimated time of divergence
between the lineages was approximately 7.82 million years for E. cristata, 3.91 million
years for E. flavogaster and 3.39 million years for E. chiriquensis. Some individuals
morphologically identified in the field as E. flavogaster and E. cristata shared the same
haplotype for E. chiriquensis lineage for mitochondrial gene ND2. Misidentification,
hybrids occurrence or possible sexual dimorphism may be explanations for these cases.

Keywords: Elaenia, phylogeny, morphometry.

13



INTRODUCAO

A ordem Passeriformes agrupa cerca de 60% das espécies de aves (Jarvis et al.,
2014). Estudos recentes indicam que essa ordem tenha divergido h& aproximadamente 39
milhGes de anos de seus grupos ancestrais (Jarvis et al., 2014) e possivelmente teve sua
origem geografica na atual América do Sul (Claramunt et al., 2015). Apesar de ser uma
das ordens mais ricas em diversidade comportamental e ecoldgica (del Hoyo et al., 2015),
é uma das ordens que apresenta maior dificuldade na compreensdo das relagdes
filogenéticas entre taxons de algumas familias, devido as minimas diferencas
morfoldgicas em comparacdo com outras ordens de aves. Entre estas familias, destaca-se
a Tyrannidae (Fitzpatrick, 2015). Sabe-se que mesmo para espécies filogeneticamente
distantes, ha dificuldade na identificacdo morfolégica de tiranideos devido as
caracteristicas semelhantes entre as espécies (Chaves et al., 2008).

Em geral, os tiranideos sdo de pequeno a médio porte (6-28 cm) e possuem
combinagbes de plumagens variando nas cores de preto, marrom, branco, amarelo ou
verde, sendo amplamente distribuidos nas Ameéricas (Fitzpatrick, 2015). Lanyon (1988)
realizou estudos filogenéticos importantes em tiranideos com base em caracteres
morfoldgicos, revisando varios trabalhos anteriores e esclarecendo diversas relacfes
problematicas entre os grupos. Entre os grupos problematicos identificados por Lanyon
(1988), temos o grupo Elaenia, composto por 18 géneros e 65 espécies.

Outros autores, ao revisarem esse grupo, tanto com uso de morfologia e dados
comportamentais (Birdsley, 2002) quanto com dados moleculares (Cicero et al., 2002;
Ericson et al., 2006; Rheindt, Norman, et al., 2008b e outros), sugeriram algumas
mudangas, como a elevacédo de subespécies a espéecie, assim como casos de ocorréncia de
espeécie criptica, como em E. chiriquensis (Rheindt et al., 2015). Em geral, as relagdes
filogenéticas entre os taxons deste grupo mantiveram-se as mesmas, mas ainda ha
relagbes ndo esclarecidas, por exemplo, o polifiletismo em Elaenia albiceps e Elaenia
pallatangae (Rheindt et al., 2009).

Para entender melhor as relagGes entre as espécies, pesquisadores fazem uso da
construcdo de arvores filogenéticas tendo como fonte de estudo caracteristicas
bioguimicas, morfologicas e moleculares (Campbell et al., 2010). Entre as informacdes
moleculares que podem ser utilizadas para reconstrucées filogenéticas, podemos citar o
uso de fragmentos de DNA mitocondrial e/ou nuclear, ou até mesmo um grande nimero

de loci (e.g.: Rheindt, Norman, et al., 2008b; Jarvis et al., 2014). Por exemplo, o uso de
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DNA mitocondrial em estudos evolutivos € empregado ha cerca de 30 anos, e essa
abordagem vem fornecendo informacg6es importantes sobre o isolamento reprodutivo
entre linhagens (ver Kerr et al., 2007). O DNA mitocondrial também pode ser utilizado
para verificar padrdoes de migracdo e rastreamento de linhagens maternas, devido as
caracteristicas intrinsecas desse marcador (Avise et al., 1987; Frankhan et al., 2006).

De forma similar, estudos filogenéticos foram feitos com uso de fragmentos de
DNA nuclear. O trabalho de Irestedt e colaboradores (2006) utilizou trés segmentos de
DNA nuclear (intron 2 de mioglobulina, introns 6-7 de ornitina descarboxilase e intron
11 de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - G3PDH), extraidos de tecidos de colecGes
em museus, para reconstruir a filogenia e os padrées de diversificacdo de Suboscines do
Velho Mundo (Eurylaimides). Além disso, com o avango da tecnologia e acessibilidade
as novas técnicas de sequenciamento, como o sequenciamento de nova geracdo (NGS),
os estudos filogenéticos podem ser feitos utilizando-se maior numero de loci,
possibilitando alcancar resolucao das relacdes entre os taxons de forma mais refinada,
como proposto por McCormack et al. (2013) e Jarvis et al. (2014).

O género Elaenia é composto por 18 espécies e 38 subespécies. As espécies desse
género apresentam morfologia uniforme, de coloracdo basicamente verde-oliva e com
poucas variacOes entre cristas projetadas e pouca coloragdo branca ou amarela nessas
cristas. Essas espécies estdo amplamente distribuidas nas Américas, desde o México até
o extremo sul da América do Sul (Fitzpatrick, 2015). Algumas dessas espécies, como, por
exemplo, Elaenia cristata, Elaenia chiriquensis e Elaenia flavogaster, possuem ampla
area de distribuicdo na regido neotropical com grande area de sobreposicao,
principalmente na Ameérica do Sul (Hosner, 2016).

De acordo com a décima primeira edicdo da lista de aves do Brasil, elaborada pelo
Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos, ha ocorréncia de treze espécies do género
Elaenia em territorio brasileiro (Comité Brasileiro de Registros Onitologicos, 2014).
Entre essas, apenas E. ridleyana é considerada endémica do Brasil, residente no
arquipélago de Fernando de Noronha — PE. Essa é também a Unica espécie incluida na
lista vermelha de espécies ameacadas de extingdo da International Union for
Conservation of Nature - IUCN, na categoria vulneravel. Todas as outras espécies
encontram-se na categoria de ndo ameacadas (IUCN, 2015).

Algumas espécies de Elaenia apresentam comportamento migratério, como E.
chiriquensis (De Paiva et al., 2013), enquanto outras sdo predominantemente residentes,
como E. cristata (Marini et al., 2009). No caso desta ultima, ha relatos de que algumas

15



populacdes apresentam movimentos curtos de deslocamento (Sick, 1997). E ainda, o
padrdo de comportamento migratorio/residente é pouco conhecido para algumas espécies
desse género, como para E. flavogaster (Rheindt, Christidis, et al., 2008).

Alguns estudos foram feitos sobre as preferéncias de habitats e a biologia
reprodutiva para essas espécies: E. cristata (Marini et al., 2009), E. flavogaster (Marini
etal., 2012) e E. chiriquensis (De Paiva et al., 2013). Porém, apesar do género numeroso
e abundante, existem poucos estudos que investiguem caracteristicas mais especificas
deste grupo, uma vez que a maioria dos trabalhos traz apenas relatos de ocorréncia e
observacao de espécies.

Rheindt, Christidis, et al. (2008) utilizaram segmentos de DNA mitocondrial e
nuclear para investigar a historia evolutiva do género Elaenia, com o objetivo de
reconstruir as preferéncias de habitat ancestrais para o género e resolver alguns conflitos
entre relacbes segundo a classificacdo tradicional. Em relacéo a preferéncia de habitat,
0s resultados mostraram dois clados principais: um com duas espécies especialistas em
savana: E. cristata e E. ruficeps, e outro clado mais diverso, com as outras espécies que
ocorrem em savana e em outros habitats. Ainda neste trabalho, foram propostas alteracdes
taxonémicas como elevar E. obscura sordida e E. obscura obscura a nivel de espécie,
assim como foi identificado variacdo genética entre E. chiriquensis brachyptera e E.
chiriquensis albivertex suficiente para que sejam tratadas como espécies separadas.

Neste trabalho, iremos focar em trés espécies de Elaenia: E. cristata, E.
chiriquensis e E. flavogaster. Segundo Rheindt, Christidis, et al. (2008) estas espécies
séo filogeneticamente distantes, ocorrendo em clados distintos nas filogenias do género.
Contudo, as mesmas apresentam pouca variagdo morfoldgica entre si e grande area de
sobreposicdo geografica, o que torna a diferenciacdo destes tdxons uma tarefa dificil.
Desta forma, seguimos abaixo descrevendo primeiramente as caracteristicas de cada uma
dessas espécies, e em seguida enfatizamos as dificuldades de distin¢do entre elas.

A guaracava-de-topete-uniforme (Elaenia cristata Pelzeln, 1868) (Figura 1A) tem
em média 14,5 cm de comprimento e pesa por volta de 18 gramas, exibindo crista
proeminente, sem coloracdo branca, geralmente mantida ereta ou projetada para trés
(Hosner, 2016). Possui preferéncia por vegetagdo do tipo Cerrado tipico para a
reproducdo (Marini et al., 2009). Duas subespécies sdo reconhecidas: E. c. cristata
(Pelzeln, 1868) e E. c. alticola (J. T. Zimmer & Phelps, Sr, 1946). A primeira ocorre na
Venezuela, leste dos Andes e nas Guianas e no extremo leste da Bolivia, considerando-
se que ainda existem populagdes isoladas no sudeste da Colombia, sudeste do Peru e
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extremo oeste da Bolivia (La Paz). No Brasil, essa subespécie ocorre nas regies norte,
central e leste (sul de Sdo Paulo), porém é ausente do oeste a regido central da Amazonia.
A subespécie E. c. alticola ocorre em tepuis no sudeste da Venezuela e em areas

adjacentes ao norte do Brasil (del Hoyo et al., 2015).

Figura 1. Representacdo das caracteristicas morfoldgicas e distribuicdo geogréfica das
trés espécies do género Elaenia, alvo deste trabalho: (A) E. cristata, (B) E. chiriquensis
e (C) E. flavogaster. llustracGes retiradas do Handbook of the Birds of the World (del
Hoyo et al., 2015) com adaptacGes. A area em que a espécie é encontrada durante todo o
ano esta representada pela cor verde, enquanto que a area onde a espécie é encontrada
somente na estacao reprodutiva (cor amarela) esta indicada por uma seta em (B).

Com caracteristicas de tamanho e peso proximos a anterior, o Chibum (Elaenia
chiriquensis Lawrence, 1865) (Figura 1B), tem tamanho médio de 13,5 cm e pesa de 13
a 18 gramas. Comumente apresenta pequena crista, com algumas penas brancas. Possui
comportamento migratorio, com periodo de reproducdo em area de cerrado/savana (De
Paiva et al., 2013). S&o descritas trés subespécies: E. c. chiriquensis (Lawrence, 1865),
com ocorréncia na zona tropical da Costa Rica e encosta do Pacifico a oeste do Panama
(leste da Zona do Canal, incluindo as ilhas de Coiba e Pearl); E. c. brachyptera
(Berlepsch, 1907), ocorre no sudoeste da Colémbia e noroeste do Equador; e E. c.

albivertex (Pelzeln, 1868), ocorre desde as Antilhas Holandesas, Ilha de Trinidade,
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Colémbia, Venezuela, Peru, Bolivia, Paraguai e Argentina. No Brasil, ocorre em
localidades por toda regido norte, central e leste (sul de Sdo Paulo), aparentemente
ausente na regido oeste da Bacia Amazonica (del Hoyo et al., 2015).

A guaracava-de-barriga-amarela (Elaenia flavogaster Thunberg, 1822) (Figura
1C) possui tamanho variando de 16 a 21cm e pesa em media de 21 a 29 gramas. Possui
pequena crista espessa e visivel na cabeca, que por vezes abre-se expondo a cor branca.
Existem quatro subespécies reconhecidas: E. f. flavogaster (Thunberg, 1822), tem
ocorréncia na Colémbia, Venezuela, Ilha de Trinidade, Tobago, sul das Pequenas
Antilhas, o Escudo das Guianas, sudeste do Peru, Bolivia, Paraguai e nordeste da
Argentina. No Brasil, ocorre amplamente distribuida, exceto a oeste e regido central do
Amazonas, e 0 Rio Grande do Sul; E. . subpagana (PL Sclater, 1860), ocorre no sudeste
do México, de leste ao sul de Veracruz e Chiapas, do sul para a Costa Rica e também a
sudoeste do Panama (llha de Coiba). E. f. pallididorsalis (Aldrich, 1937), ocorre apenas
no Panama e adjacente as ilhas (exceto na ilha de Coiba). E. f. semipagana (PL Sclater,
1861), tem registros de ocorréncia no extremo sudoeste da Coldémbia, oeste e sul do
Equador (incluindo ilha de Puna) e no interior do noroeste do Peru (del Hoyo et al., 2015).

Assim, devido as semelhancas morfoldgicas entre essas trés espécies, a
identificacdo torna-se dificil quando baseada apenas em caracteres morfoldgicos, como a
plumagem, e subjetivos, como tamanho da crista, e pequenas variacGes de coloracao,
como as penas brancas na regido da crista. Além disso, tais semelhancas morfoldgicas
podem ainda dificultar a identificacdo de ocorréncia de hibridacdo entre estas trés
espécies, como ja relatado por Rheindt et al. (2009) para as espécies congéneres E.
pallatangae e E. albiceps. A hipotese de existéncia de dimorfismo sexual foi levantada
por Cueto et al. (2015) para espécie congénere Elaenia albiceps chilensis, que apesar de
ndo haver dimorfismo sexual relatado, encontrou diferengas morfométricas entre machos
e fémeas. As analises de caracteres morfométricos por meio de funcdo discriminante
determinou corretamente o sexo de 90% de machos e 75% de fémeas, a contraprova foi
feita por meio de sexagem molecular.

Entdo, diante das dificuldades de identificacdo relatadas e descri¢do de hibridos
entre alguns taxons deste género, torna-se eminente a realizacdo de mais estudos

envolvendo outras espécies do género Elaenia.
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OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo verificar o nivel de diferenciacdo morfométrica e
filogenética entre trés espécies do género Elaenia: E. cristata, E. chiriquensis e E.
flavogaster, visando, com isso, auxiliar na identificacdo e investigar a ocorréncia de erros

de identificacdo, hibridacdo e dimorfismo sexual nestas espécies.

Objetivos especificos

Obter modelo descriminante que possibilite a diferenciacdo morfométrica entre 0s
taxons estudados e

Estimar o tempo de divergéncia entre as linhagens mitocondriais.

MATERIAIS E METODOS
Amostragem

Em campo, 204 individuos foram capturados (E. cristata = 79, E. chiriquensis =
88 e E. flavogaster = 37) (Figura 3, Anexo 1) pela equipe de ornitologia do Laboratério
de Genética e Biodiversidade da UnB (LabGenBio/UnB). No total, foram obtidas
amostras em 10 localidades distribuidas em sete estados brasileiros (Figura 2, Anexo 1).
As capturas foram feitas com redes de neblina (12m x 2,5m x 36mm), instaladas proximas
ao chdo, com o auxilio de varetas metalicas. As aves capturadas foram marcadas com
anilhas numéricas Unicas cedidas pelo CEMAVE (para evitar a coleta de amostras em
duplicata) e soltas apds a coleta de informacdes biologicas e amostras de tecido.

As espécies foram identificadas de acordo com a descricdo morfologica em
Handbook of the Birds of the World (del Hoyo et al., 2015), devido & semelhanca
morfoldgica entre as espécies. As diferencas marcantes para a identificagdo em campo
foram: para E. cristata, a presenca de crista proeminente e nenhuma coloracgdo branca nas
penas desta crista; para E. chiriquensis, pouca ou nenhuma crista com penas brancas na
regido da crista; e para E. flavogaster, a presenca de crista proeminente e penas com
coloracdo branca nessa regido. Quando possivel, o nivel de ossificagdo do cranio foi
utilizado para classificagdo dos individuos em jovens (cranio ndo ossificado
completamente), adultos (cranio ossificado) ou indeterminado (quando néao foi possivel

avaliar).
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Para as analises genéticas, foram coletadas de trés a quatro gotas de sangue por
puncgdo da veia braquial de cada individuo, com ajuda de agulha descartavel e tubos
capilares de vidro. Em seguida, as amostras de sangue foram armazenadas
individualmente em microtubos contendo etanol absoluto em temperatura ambiente.

As medidas morfologicas foram obtidas dos 204 individuos coletados em campo
e de 432 espécimes depositados na cole¢do ornitologica do Museu de Zoologia da
Universidade de S&o Paulo — MZUSP (Tabela 1, Figura 3, Anexo 2). No caso destes
ultimos, ndo houve coleta de tecidos. Alguns espécimens (N = 18) apresentaram
divergéncia entre as identificacdes morfologica e genética (veja Resultados), sendo

retirados das analises estatisticas morfoldgicas.
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Figura 2. Locais de coleta das amostras de tecido e das medidas morfométricas das

espécies de Elaenia alvos deste estudo: E. cristata, E. chiriquensis e E. flavogaster.
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Tabela 1. Numero de individuos das espécies de Elaenia caracterizado morfologicamente

neste estudo por estado do Brasil.

Estado Espécie
Elaenia cristata Elaenia chiriquensis Elaenia flavogaster

Alagoas - AL 00 01 03
Amapa - AP 31 02 32
Amazonas - AM 02 08 00
Bahia - BA 04 05 05
Distrito Federal - DF 20 77 14
Goias - GO 10 26 36
Maranhdo - MA 01 01 00
Mato Groso - MT 28 16 19
Mato Grosso do Sul - MS 00 02 02
Minas Gerais - MG 11 01 29
Para - PA 25 32 35
Paraiba - PB 03 00 00
Parana - PR 00 01 00
Pernambuco - PE 01 00 00
Piaui - PI 15 00 05
Roraima - RR 06 02 06
Séo Paulo - SP 03 24 56
Tocantins - TO 16 12 02
Local ndo identificado 03 02 01
Total por espécie 179 212 245

Os individuos coletados em campo e na colecdo ornitolégica do MZUSP foram

medidos usando paquimetro digital e preferencialmente medidos pela mesma pessoa para

diminuir as diferencas na amostragem. As medidas coletadas foram: (1) comprimento da

asa — do encontro até o final da pena mais longa da asa esquerda; (2) comprimento da

cauda — do uropigio até o final da pena mais longa da cauda; (3) comprimento do tarso;
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(4) largura do bico — largura do bico na base; (5) comprimento do bico — da narina até a

ponta e (6) altura do bico na base (detalhes Anexo 3).

Em campo

¢

204 individuos
(EC=79; ECH = 88; EF= 37)

Colecio ornitolégicado MZUSP

¢

432 individuos
(EC=100; ECH = 124; EF=208)

4 ¥ N

Amostras Informacgoes Informagoes
de tecidos bioldgicas bioldgicas

¢

99 individuos + 87
sequéncias de Elaenia do
Genbank + 2 sequéncias de
grupos externos Genbank.

\ 4

Andlises Analises
genéticas morfomeétricas

Figura 3. Fluxograma do uso das amostras de tecido e informacGes bioldgicas obtidas
em campo e na cole¢do ornitoldgica do Museu de Zoologia da Universidade de Séo Paulo
(MZUSP). EC = Elaenia cristata, ECH = Elaenia chiriquensis, EF = Elaenia flavogaster.

Andlises estatisticas das medidas morfométricas

As medidas utilizadas na andlise estatistica foram comprimento da asa,
comprimento da cauda, comprimento do tarso, comprimento do bico, largura do bico e
altura do bico. A estatistica descritiva foi calculada para cada espécie e para cada medida,
amédia e o desvio padrdo dos dados. A mediana, distribui¢do, quartis e outliers dos dados
foram mostrados em graficos do tipo boxplot. A normalidade dos dados foi visualizada
por histogramas e analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Essas analises estatisticas foram
feitas utilizando o programa IBM SPSS statistics versdo 22.0 (IBM SPSS Statistics for
Windows, Released 2013).

A diferenciagdo morfometrica entre as espécies foi feita com base em testes
estatisticos usando o pacote MASS (Brian Ripley et al., 2015) no programa R (R Core
Team, 2015), como descrito a seguir.

Os dados foram transformados para log e verificada a correlagdo entre as variaveis

selecionadas por meio da matriz de correlacdo. Para verificar a hipdtese de diferenca
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morfométrica entre as espécies alvo, foi feita analise de variancia multivariada —
MANOVA. Em seguida, foi realizada a analise de variancia — ANOVA por espécie,
usando todas as medidas de forma conjunta, seguida do teste de Tukey. Para as anélises
multivariadas, os individuos que possuiam alguma medida faltante foram removidos
dessas andlises. Para verificar a separacdo espacialmente das trés espécies com base nas
medidas, foi feita anélise discriminante linear — LDA, e para essa anélise, os dados foram
escalonados. Foi construido e validado o modelo de atribuicdo e predicéo para as espécies
utilizando as seis medidas. Os individuos que divergiram na identificacdo morfoldgica e

genética foram testados no modelo de atribuicdo com a funcéo predict.

Extracdo de DNA, amplificacéo e sequenciamento

Para as analises genéticas, foram selecionados 99 individuos (E. cristata = 53, E.
chiriquensis = 17 e E. flavogaster = 29) que continham medida morfomeétrica, foto ou
voucher. Inicialmente, o DNA total de cada amostra foi extraido individualmente
utilizando o procedimento padréo de digestdo com proteinase K, seguido de purificagdo
com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), de acordo com (Bruford et al., 1992).
Um fragmento de DNA mitocondrial, o gene desidrogenase subunidade 2 (ND2), foi
amplificado por meio da reacdo em cadeira de polimerase (PCR), utilizando os pares de
iniciadores LMET/ H6313 e os iniciadores internos L5758/ H5766 (Sorenson et al., 1999)
(Anexo 4).

A amplificacdo do ND2 foi feita por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
um volume final de 10 pL contendo 1,0 pL de DNA de cada individuo (30-40 ng), 1,0
pL de solugéo tampéo (10x), 1,0 uL de dNTPs (200uM), 1,0 pL de primer (foward) a 10
UM, 1,0 pL de primer (reverse) a 10 uM, 0,5 pL de MgCl; (50uM), 0,1 pL de Taq
polimerase (5U/uL) e 4,4 pL de agua milli-Q. O ciclo utilizado para as reacdes de
amplificagdo foi inicialmente 95°C por 7 minutos, 35 ciclos compostos por 1 minuto a
95°C para desnaturacdo, 40 segundos a 52°C para hibridacdo e 1 minuto a 72°C para
extensdo, seguindo extensdo de 10 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR foram purificados por reacdo enzimatica com exonuclease |
e fosfatase alcalina de camaréo (Exol/SAP, USB), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Os produtos de PCR amplificados e purificados foram sequenciados utilizando
o kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) em sequenciador

automatico ABI 3100 (Applied Biosystems), segundo recomendacdes do fabricante. O
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sequenciamento foi feito no Centro de Genémica do Centro-oeste, na Universidade
Catdlica de Brasilia — UCB. As sequéncias obtidas foram analisadas e corrigidas
individualmente com o programa GENEIOUS V. 6.0.5 (Kearse et al., 2012).

Oitenta e nove sequéncias de Elaenia presentes no GenBank também foram
analisadas neste trabalho. Dessas, 22 sdo das especies alvo (duas sequéncias de E.
cristata, 11 de E. chiriquensis e 9 de E. flavogaster), 65 sequéncias de outras espécies do
género e uma de cada um dos grupos externos (Camptostoma obsoletum e Capsiempis
flaveola) utilizados nas analises filogenéticas. Estes ultimos foram selecionados por
serem grupos irmaos do género e por terem sido usados em outro estudo filogenético em
Elaenia (Rheindt, Norman, et al., 2008b). No total, as matrizes de dados continham
sequéncias de 188 individuos (veja Anexo 1).

Tendo em vista possivel caso de dimorfismo sexual, foi feita a sexagem molecular
de 67 individuos (EC = 20, ECH = 17 e EF = 30) por Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) segundo descrito por Fridolfsson et al. (1999). As reacdes foram feitas em um
volume final de 10 pL contendo 1,0 puL de DNA de cada individuo (30-40 ng), 1,0 pL de
solucdo tampédo (10x), 1,0 puL de dNTPs (200uM), 1,0 pL de primer (foward) a 10 uM,
1,0 L de primer (reverse) a 10 uM, 0,5 pL de MgCl> (50uM), 0,1 pL de Taq polimerase
(5U/uL) e 4,4 pL de agua milli-Q. O ciclo utilizado para as reac6es de amplificagdo foi
inicialmente 95°C por 7 minutos, 35 ciclos compostos por 1 minuto a 95°C para
desnaturacdo, 40 segundos a 50°C para hibridacdo e 1 minuto a 72°C para extensao,
seguindo extensdo de 10 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados em

eletroforese em gel de agarose a concentragéo de 3%.

Analises genéticas

O alinhamento das sequéncias foi feito com o algoritmo CLUSTALW (Thompson
et al., 1997) no programa BIOEDIT V. 7.2.5 (Hall, 1999). Construimos duas matrizes de
dados a partir do alinhamento das sequéncias: uma com 1.025 sitios (MATRI1Z1025), essa
priorizando o maior nimero de sitios mesmo com sequéncias que nao obtiveram esse
comprimento total, e outra, com 546 sitios (MATRIZ546), com o minimo de dados
faltantes em relacdo &8 MATRI1Z1025. A identificacdo dos haplotipos e as diversidades
haplotipica e nucleotidica foram feitas usando o software DNASP V. 5.10.01 (Librado et

al., 2009). Todas as andlises foram realizadas utilizando as duas matrizes de haplétipos.
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O monofiletismo das espécies alvo foi investigado por meio de andlises
filogenéticas com a aplicacdo dos métodos de Méxima Verossimilhanga (ML) com o
programa MEGA V. 6.06 (Tamura et al., 2013) e Inferéncia Bayesiana (IB) com o
programa BEAST V.1.8.2 (Drummond et al., 2012). Este altimo também foi utilizado
para obtenc¢do das estimativas de tempo de divergéncia entre as linhagens mitocondriais.

Para a analise de ML, utilizou-se como base uma &rvore obtida pelo método de
neighbor-joining e o método heuristico de busca por Nearest-Neighbor-Interchange
(NNI). O suporte estatistico dos ramos foi estimado por 1.000 réplicas de bootstrap. Para
a analise de IB, o segmento foi analisado de forma particionada (considerando cada
posicdo dos codons de forma independente) com o modelo de especiagdo Yule Process e
a opcdo de relégio molecular relaxado exponencial baseado em uma curva normal. A
escolha do melhor modelo evolutivo e seus parametros foi feita pelo Critério de
Informacdo de Akaike (Akaike, 1974) no programa JMODELTEST V. 2.1.4 (Darriba et
al., 2012). O melhor modelo evolutivo para a MATRIZ1025 foi HKY com variagéo
gamma, enquanto que para a MATRIZ546 o modelo selecionado foi Tamura/Nei 93
(TrN93), com variacdo gamma e sitios invariaveis. A taxa de evolucdo estimada para o
ND2 em Passeriformes de 0,0090 por sitio por milhdo de anos (Pacheco et al., 2011) foi
utilizada para a datacdo molecular. Foram necessarias 20 milhGes de geracGes para a
MATRIZ1025 e 30 milhdes de geracdes para a MATRIZ546 para a estabilizacdo das
cadeias de Markov (MCMC). Os parametros de tamanho amostral efetivo foram
avaliados no programa TRACER V 1.6 (Rambaut et al., 2014) e aceito quando o valor
fosse igual ou maior a 200. As primeiras 2.000 topologias (20%) foram descartadas (burn-
in) e as demais foram utilizadas para obtencdo de arvore consenso pelo método de

consenso de maioria.

RESULTADOS
Morfometria
Estatistica descritiva dos dados

No total, utilizamos medidas de 636 individuos: 179 de E. cristata, 212 de E.
chiriquensis e 245 de E. flavogaster. O nimero de outliers foi maior nas medidas do bico
(figura 4), porém esse valor ndo ultrapassou 5,2% do total da amostra. Como pode ser
visto na Figura 4, a espécie E. chiriquensis apresenta 0s menores valores para a maioria

das medidas em relacéo as outras duas espécies. As espécies E. cristata e E. flavogaster
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apresentam distribuicédo de valores semelhantes porém, a espécie E. flavogaster apresenta

maiores valores para 0os comprimentos de asa, cauda e tarso, enquanto a espécie E.

cristata apresenta os maiores valores para as medidas relacionadas ao bico

(Comprimento, largura e altura do bico).
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Figura 4. Estatistica descritiva (quartis superior e inferior, e mediana) das caracteristicas
morfoldgicas analisadas para as trés espécies de Elaenia alvos deste estudo obtida com o
programa IBM SPSS statistics. No canto superior direito de cada gréafico € apresentado o
tamanho amostral considerado em cada analise: Elaenia cristata (EC) — azul, Elaenia
chiriquensis (ECH) — verde e Elaenia flavogaster (EF) — amarelo. Nos graficos, séo
mostrados também os outliers (nimeros dispersos nos graficos).
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Testes estatisticos

Os histogramas (Figuras 5,6 e 7) mostram a distribuicdo da frequéncia dos dados
para cada medida e para cada espécie. Visualmente, os valores ndo apresentam desvios
dréasticos da normalidade. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk (Tabela 2) executado
para cada medida e para cada espécie mostra que para a espécie E. cristata toda a amostra
possui distribuicdo ndo-normal, enquanto E. chiriquensis é a espécie que possui mais
variaveis normalmente distribuidas, apenas a altura do bico ndo possui distribuicéo
normal. Em E. flavogaster, apenas o comprimento e altura do bico ndo possuem
distribuicdo normal de acordo com esse teste. Diante desses resultados, optamos por usar

as medidas transformadas para log nas analises subsequentes.
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Figura 5. Histogramas da distribuicdo da frequéncia dos dados gerados pelo programa IBM SPSS para as medidas de comprimento da asa (linha
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29



Comprimento do tarso (mm) Comprimento do tarso (mm) Comprimento do tarso (mm)
I ia chirit i Elaenia flavogaster
407 40 . 5071
Média = 18.52 i e 103 Média = 19.15
Desvio do Desv. = N=211 T ] Desvio do Desv. =
1.085 1.167
N=179 A0 N =243
307 307
= = = d
g g g 307 \E
3 E 3
o 209 o 207 o
14 L 2
w w w 201
107 1071
107
0= 0 o= T T T
16.00 18.00 20.00 2200 14.00 16.00 18.00 20.00 16.00 18.00 20.00 2200 2400
Comprimento do tarso (mm) Comprimento do tarso (mm) Comprimento do tarso (mm)
Comprimento do bico (mm) Comprimento do bico (mm) Comprimento do bico (mm)
ia cristata ia chirit I Elaenia flavogaster
807 30 60
Média = 8.26 Média = 7.31 Média = 7.36
Desvio do Desv. = Desvio do Desv. = — Desvio do Desv. =
1.023 535 501 551
N =178 N=211 N =244
607
K] = 0 = 40
o [ (3]
& b 5 TN _
& 401 ] & 307
2 4 2
w w w
107 20 u
201
10
0 o T T T T
5.00 750 10.00 1250 15.00 600 650 700 750 800 850 900 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Comprimento do bico (mm) Comprimento do bico (mm) Comprimento do bico (mm)
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Tabela 2. Resultados do teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade dos dados
morfométricos para cada medida e para cada espécie feito no programa IBM SPSS
statistics.

Espécie Medida N w p
Comprimento da asa (mm) 173 0,96 0,0001
Comprimento da cauda (mm) 173 0,95 0,0001
Elaenia Comprimento do tarso (mm) 173 0,97 0,0029
cristata Comprimento do bico (mm) 173 0,92 0,0001
Largura do bico (mm) 173 0,96 0,0001
Altura do bico (mm) 173 0,89 0,0001
Comprimento da asa (mm) 206 0,98 0,0247
Comprimento da cauda (mm) 206 0,99 0,4005
Elaenia Comprimento do tarso (mm) 206 0,98 0,0221
chiriquensis  comprimento do bico (mm) 206 0,99 0,4106
Largura do bico (mm) 206 0,98 0,0138
Altura do bico (mm) 206 0,91 0,0001
Comprimento da asa (mm) 238 0,99 0,5835
Comprimento da cauda (mm) 238 0,99 0,1231
Elaenia Comprimento do tarso (mm) 238 0,99 0,1374
flavogaster Comprimento do bico (mm) 238 0,97 0,0004
Largura do bico (mm) 238 0,99 0,6428
Altura do bico (mm) 238 0,91 0,0001

N = nimero amostral utilizado na analise. W = valor do teste estatistico de Shapiro-Wilk. Significativo
guando p<0,003. Os valores significativos estdo em negrito.
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A analise de correlacdo entre as medidas mostrou que ndo ha nenhuma variavel
altamente correlacionada que justificasse sua retirada das analises. A maior correlagcdo
encontrada € entre o comprimento da cauda e o comprimento da asa (0,47246).

Tabela 3. Matriz de correlagdo dos dados morfométricos gerada com o pacote MASS no
programa R.

Comp. Comp. Comp. Largurado Comp.do Alturado

asa cauda tarso bico bico bico
Comp. asa 1
Comp. g 47046 1
cauda
Comp. 4950106 0469644 1
tarso
Largura g 575049 0167187 0,445378 1
do bico
bcizg“p' do 07106 -009635 0195346 0,238769 1
Qi'ggrado 0018192 0115693 0380825 0266839  0,289725 1

Nesta analise, as medidas das trés espécies alvos foram analisadas conjuntamente.

A analise de variancia multivariada (MANOVA) para o traco de Pillai, P2614 =
0,938, p<0,001, mostrou que ha diferenca estatistica significativa entre as trés espécies
alvo. A analise de variancia (ANOVA) foi concordante com a anélise anterior mostrando
que existe diferenca estatistica significativa entre as espécies (F2614 = 147, p<0,001)
(Anexo 6). O teste de Tukey para comparacdo das espécies par a par mostrou que ha
diferenga estatistica significativa entre E. cristata e E. chiriquensis (p<0,001), E.
flavogaster e E. chiriquensis (p<0,001), mas que ndo ha diferenca estatistica significativa
entre E. flavogaster e E. cristata (p>0,001) (Anexo 7).

A andlise discriminante linear (LDA) mostrou que a proporcao de rastreamento
pela discriminante linear 1 (LD1) explica 58% da variacdo entre as espécies, enquanto a
discriminante linear 2 (LD2) explica 42% dessa variacdo. Na analise dos valores
individualmente por medida, o comprimento do tarso é a medida que mais contribui
diretamente para a LD1 e o comprimento do bico € a que mais contribui para a LD2, mas
de forma inversa (Tabela 4). E ainda, o tarso é a medida que melhor explica a separagdo
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de E. flavogaster das outras duas espécies analisadas, enquanto o comprimento do bico é

a medida que melhor explica a separagdo de E. cristata das outras duas espécies.

Tabela 4. Coeficientes discriminantes lineares (LD1 e LD2) para cada medida obtidos
pela analise discriminante linear gerada no programa R entre as espécies Elaenia cristata,

Elaenia chiriquensis e Elaenia flavogaster.

Medidas LD1 LD2
Comprimento da asa -0,3930481 0,474899
Comprimento da cauda 0,1242938 0,56137
Comprimento do tarso 1,0025508 0,279195
Comprimento do bico 0,1831702 -0,77486
Largura do bico 0,4823097 -0,11414
Altura do bico 0,129745 -0,08608
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Figura 8. Representacdo da andlise discriminante linear (LD1 e LD2) gerada para as
espécies Elaenia chiriquensis (vermelho), Elaenia cristata (verde) e Elaenia flavogaster
(azul) com base nas seis medidas morfoldgicas.

O modelo gerado para atribuicdo com base nas medidas da LDA foi validado e
apresentou performance de 83% de atribuices corretas para a espécie E. chiriquensis,
81% para E. flavogaster e 76% para E. cristata. Esse modelo foi usado para predizer a
qual espécie seriam atribuidos os individuos que foram previamente retirados das analises
por apresentarem discordancia entre a informacéo genética (ver resultados filogenia) e a
informacgdo de identificacdo morfologica. Dos 18 individuos que apresentaram essa
discordancia, 11 foram testados usando o modelo, e a funcao predict atribuiu 10 destes a
espécie E. chiriquensis e apenas 1 a espécie E. flavogaster, porém alguns individuos

possuem chances similares de pertencerem a outras duas espécies (Tabela 5).
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Tabela 5. Probabilidades a posterior (%) de atribuicdo para os individuos de E. cristata,
E. chiriquensis e E. flavogaster que apresentaram discordancia, entre a identificacao
morfolégica e o dado genético, com base no modelo linear discriminante

Espécie atribuida pelo modelo (%)

N° de

tombo/Espécie E. chiriquensis E. cristata E. flavogaster
UFG3779 - E. flavogaster 95 0 5
UFG4049 - E. flavogaster 51 3 46
UFG3839 — E. cristata 44 20 36
UFG3444 — E. flavogaster 62 1 37
UFG4046 — E. flavogaster 86 10 4
UFG3771 — E. cristata 87 4 9
UFG3457 — E. flavogaster 94 1 5
UFG3450 — E. flavogaster 94 2 4
UFG3780 — E. cristata 84 6 11
UFG4232 - E. flavogaster 69 4 27
UFG2840- E. flavogaster 1 19 80

N° de tombo da colegdo LabGenBio e espécie identificada em campo. Espécies atribuidas pelo modelo e
% de chance de atribuicéo a espécie.N = 11 individuos testados. Valores maiores que 80% em negrito.

Relacdes filogenéticas

Dos 204 individuos capturados e amostrados em campo, cerca de 49% (N=99)
foram amplificados e sequenciados neste estudo. Durante o processo de amplifica¢do do
gene ND2, alguns individuos (E. cristata = 9; E. chiriquensis = 1; E. flavogaster = 1)
apresentaram uma banda inespecifica de menor tamanho, por volta de 600pb, nédo
havendo padréo por localidade. Esses individuos foram retirados das analises pois néo foi
possivel conseguir bom sequenciamento.

A MATRIZ1025 possui 49% de sitios variaveis (501/1025) e 57 sitios com
variacdo unica, enquanto a MATRIZ546 possui 45% de sitios varidveis (248/546) e 26
sitios com variagdo unica. A MATRIZ1025 gerou 160 haplotipos enquanto a
MATRIZ546 gerou 129 haplétipos. A diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (Pi)
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para E. cristata foi Hd = 0,833 e Pi = 0,009, para E. chiriquensis foi Hd= 0,818 e Pi =
0,015 e para E. flavogaster foi Hd = 0,993 e Pi = 0,016. A distancia genética média entre
E. cristata e E. chiriquensis foi de 0,156, E. cristata e E. flavogaster foi de 0,172 e entre
E. chiriquensis e E. flavogaster foi de 0,129.

As arvores geradas pela ML (Anexo 8 e 9) recuperaram topologias semelhantes
as geradas pela IB (Figura 9), apenas algumas diferencas nas relaces entre espécies
préximas, como, por exemplo, a espécie E. cristata pela IB é mostrada como espécie —
irma de E. ruficeps, enquanto pela ML, E. ruficeps estd mais proxima das espécies E.
gigas, E. obscura e E. strepera. Entretanto, ndo houve diferencas nos agrupamentos
dentro das linhagens, ou seja, 0s haplo6tipos que compdem cada linhagem mantiveram-se
independente da matriz ou metodo utilizado.

Dessa forma, a discussdo segue com base na topologia obtida pela anélise IB da
MATRIZ1025. As trés espécies de Elaenia alvos deste estudo (E. cristata, E. chiriquensis
e E. flavogaster) compdem linhagens evolutivas independentes (Figura 9), com valores
moderados a altos de suporte estatistico (probabilidade a posteriori > 0,86 e bootstrap >
87). No entanto, em todas as topologias geradas, alguns individuos identificados em
campo como sendo E. cristata (N = 3) e E. flavogaster (N = 16) agruparam no clado
correspondente a linhagem de E. chiriquensis (Figuras 9 e 10). Nota-se também o
compartilhamento de hapldtipos por espécies diferentes, como o haplétipo HAP_34
(Figura 9), apesar de estar agrupado na linhagem que seria de E. chiriquensis, é
compartilhado por um individuo da espécie E. flavogaster e outro da espécie E. cristata,
e 0 hapl6tipo HAP_32, compartilhado por um individuo de E. cristata e um individuo de
E. chiriquensis, os hapl6tipos HAP_38 e HAP_63, compartilhados por uma E.
chiriquensis e uma E. flavogaster cada um. N&do obtivemos nenhum individuo da espécie

E. chiriquensis agrupada em outro clado.
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Figura 9. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana, gerada pelo programa BEAST
V.1.8.2 utilizando a MATRI1Z1025 de haplétipos para o género Elaenia e grupos externos
para o gene mitocondrial ND2, com o0 modelo de evolucdo HKY, 20 milhdes de geracdes.
Em destaque, os clados de interesse para este trabalho (Verde = E. chiriquensis, Amarelo
= E. flavogaster, Azul = E. cristata, Rosa = grupo externo, Marrom = Hapldtipo
compartilhado por E. chiriquensis/E. flavogaster, Vermelho = Haplétipo compartilhado
por E. chiriquensis/E. cristata, Roxo = Haplétipo compartilhado por E. flavogaster/E.
cristata). A relacdo de individuos pertencentes aos haplo6tipos é encontrada no anexo 1.
Nos nos das linhagens de interesse € mostrada a probabilidade a posteriori/bootstrap. A
escala de tempo é mostrada abaixo da topologia.
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Figura 10. Detalhe da clado referente a espécie E. chiriquensis retirado da arvore
filogenética de Inferéncia Bayesiana, gerada pelo programa BEAST V.1.8.2, utilizando a
MATRIZ1025 de hapldtipos para o género Elaenia e grupos externos para o gene
mitocondrial ND2. Verde = E. chiriquensis - EC, Amarelo = E. flavogaster - EF, Azul =
E. cristata - EC, Marrom = Hapldtipo compartilhado por E. chiriquensis/E. flavogaster,
Vermelho = Hapl6tipo compartilhado por E. chiriquensis/E. cristata, Roxo = Haplétipo
compartilhado por E. flavogaster/E. cristata, GB = sequéncias do Genbank, siglas dos
estados de coletas. No n6 é mostrada a probabilidade a posteriori/ bootstrap.
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A topologia gerada por IB mostra que a divergéncia da linhagem das espécies-
irm&s para E. cristata ocorreu h& aproximadamente 7,82 milhGes de anos, enquanto E.
flavogaster ha 3,91 milhdes de anos e a mais recente, E. chiriquensis, possivelmente ha
3,39 milhdes de anos (Figura 11).
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Figura 11. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana gerada pelo programa BEAST
V.1.8.2 utilizando a MATRIZ1025 para o género Elaenia e grupos externos para o gene
mitocondrial ND2. Em destaque os clados de interesse para este trabalho (Verde = E.
chiriquensis, Amarelo = E. flavogaster, Azul = E. cristata e Rosa = grupo externo). Nos
nos é mostrado o tempo de divergéncia entre as linhagens. Nos clados é mostrado o valor
de erro em 95% HPD. Os terminais foram colapsados para melhor visualizagdo das
relagdes. Escala em milhdes de anos.

Sexagem Molecular

Todos aqueles individuos que agruparam no clado correspondente a linhagem de
E. chiriquensis (N = 36, Figura 10), assim como 31 individuos escolhidos ao acaso que
agruparam no clado de E. cristata (N = 17) e no de E. flavogaster. (N = 14) foram sexados.

Os resultados obtidos pela sexagem molecular sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Individuos sexados molecularmente para as espécies E. cristata, E.
chiriquensis e E. flavogaster. Os clados referem-se as linhagens mostrados na figura 9.

Clado E. chiriquensis

Espécie Sexo N Porcentagem de machos
o ] Machos 11 64%
E. chiriquensis
Fémeas 6
_ Machos 3 100%
E. cristata
Fémeas 0
Machos 13 81%
E. flavogaster
Fémeas 3

Clado E. flavogaster

Espécie Sexo N Porcentagem de machos
Machos 9 64%

E. flavogaster X
Fémeas 5

Clado E. cristata

Espécie Sexo N Porcentagem de machos
_ Machos 12 70%
E. cristata .
Fémeas 5
DISCUSSAO

Morfometria

Os resultados das analises morfométricas mostram que, quando utilizadas em
conjunto, as seis medidas mostram-se eficazes na distincdo entre as trés espécies
analisadas. A diferenca estatistica significativa quando a espécie E. chiriquensis €
comparada as outras duas especies, para as medidas especificas deste estudo, €
concordante com dados na literatura em relagdo ao tamanho total das espécies, pois,
segundo Hosner (2016), para o comprimento total, E. chiriquensis (13,5 cm) é a menor
das trés espécies, sendo E. cristata (14,5 cm) uma intermediaria e E. flavogaster (16-17
cm) a maior das trés.

Mesmo néo havendo diferenca estatistica significativa que separe as espécies E.
cristata de E. flavogaster, segundo resultados do Teste de Tukey, na figura 8, é possivel

ver a existéncia de trés grupos ainda que com alguma sobreposicdo. E ainda, as duas
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espéecies com melhor grau de separacao sdo E. flavogaster, com a maior contribui¢do do
comprimento do tarso, e E. cristata pelo comprimento do bico.

A construgdo de um modelo estatistico validado, com performance de acerto
superior a 75% para distincdo das espécies, € de grande ajuda quando ha davidas, por
exemplo, quanto a classificacdo apenas por caracteres subjetivos, como a plumagem, em
espécies com alto grau de semelhanca. Outra aplicagdo dos modelos descriminantes foi o
uso para sexagem de Puffinus mauretanicus, uma ave marinha, com um modelo com 90%
de acuracia para as atribuicbes de sexo (Genovart et al., 2003). Cueto et al. (2015)
também utilizou a anélise discriminante linear com medidas morfométricas como uma
alternativa a sexagem molecular da espécie E. albiceps chilensis, melhor explicado

abaixo.

Anélises filogenéticas

As analises filogenéticas mostram que as trés espécies-alvo deste estudo formam
linhagens independentes. Contudo, em relacdo ao clado correspondente a espécie E.
chiriquensis (Figura 10), encontramos algumas divergéncias entre a identificacdo de
espécie em campo e as relacdes filogenéticas baseadas no gene mitocondrial ND2. Casos
de polifiletismo ja foram relatados para esse género, porém ndo para essas espécies.
Rheindt, Christidis, et al. (2008) identificaram polifiletismo para as subespécies de E.
pallatangae e E. albiceps, que posteriormente foi melhor estudado em outro trabalho de
Rheindt et al. (2009), sugerindo que esses resultados na filogenia devem-se a fatores
maultiplos como problemas na identificacdo, separacdo incompleta das linhagens e
momentos de hibridacdo/introgressdo que podem ter ocorrido entre as espécies no final
do Pleistoceno.

E possivel que as divergéncias morfoldgicas e genéticas observadas entre as
espécies alvo deste estudo sejam ocasionadas por erros de identificagdo. Os individuos
foram identificados em campo de acordo com a plumagem e principalmente seguindo a
descricdo de Hosner (2016), com a presenca ou auséncia de crista, e presenga ou auséncia
de coloracdo branca na regido da crista. H& a possibilidade de ocorrer erros de
identificacdo quando se trabalha com espécies com elevado grau de semelhanga (como
descrito na introdugéo) e quando sdo usados caracteres subjetivos, como o tamanho da
crista. Por exemplo, em nosso conjunto de dados, encontramos 16 individuos que foram

identificados em campo como a espécie E. flavogaster, mas na anélise filogenética, esses
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individuos estdo associados a linhagem de E. chiriquensis. Como a distin¢do entre estas
duas espécies em campo é feita basicamente pelo tamanho da crista, ja que teoricamente
as duas apresentariam coloracédo similar, algumas interpretagdes erroneas do tamanho da
crista podem explicar essas relagcdes duvidosas.

Rheindt, Norman, et al. (2008a) também encontraram em outro género de
tiranideos, Zimmerius, discordancia entre os dados moleculares e vocais quando
comparados com a taxonomia feita com base na plumagem. Eles sugerem que a
vocalizacdo seja um melhor indicador de diferenciacao entre espécies do que os padrdes
de plumagem, levantando a hipotese de que a plumagem em tiranideos seja um caractere
conservado. Dessa forma, é possivel que os caracteres diagnosticos empregados néao
sejam os mais indicados para o reconhecimento entre essas espécies.

A ocorréncia de hibridos também pode ser uma possivel explicacdo para as
divergéncias entre identificacio em campo e andlises filogenéticas observadas nas
espécies deste estudo. Usando nosso modelo de atribuicdo morfométrico para os
individuos em questédo, temos que alguns possuem chances similares de serem atribuidos
a uma espécie ou outra (Tabela 5). Por exemplo, o espécime UFG4049 identificado em
campo como E. flavogaster, segundo o modelo de atribuicdo, possui 51% de chance de
ser uma E. chiriquensis e 46% de chance de ser uma E. flavogaster. Observamos, ainda,
que na filogenia esse encontra-se na linhagem correspondente a E. chiriquensis. Essa
situacdo se repete para mais quatro individuos. Os casos de polifiletismo em tiranideos ja
foram relatados, por exemplo, em Tello et al. (2007) e também no género Elaenia por
Rheindt et al. (2009), nesse Gltimo com possivel ocorréncia de hibridos.

Nossas andlises filogenéticas utilizaram maior numero amostral dessas trés
espécies e maior amplitude geografica do que o estudo anterior para a filogenia do género
(Rheindt, Christidis, et al., 2008). Assim, é possivel que com o maior volume de dados
em nosso caso, as relacbes mais complexas entre as espécies, como 0s erros de
identificacdo ou hibridos, tenham sido reveladas. Uma alternativa para testar essa
hipbtese da ocorréncia de hibridos seria investigar com o uso de outros marcadores, por
exemplo, os nucleares, que caso sejam hibridos poderiam evidenciar eventuais sinais
filogenéticos das duas linhagens parentais, buscando melhor resolucdo para esses
individuos em quest&o.

As espécies de Elaenia alvos deste estudo ndo apresentam dimorfismo sexual
descrito. Contudo, Cueto et al. (2015) encontraram diferencas morfométricas entre
machos e fémeas para outra espécie congénere, a Elaenia albiceps chilensis. Baseado
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nisso, optamos por fazer a sexagem molecular de alguns individuos e ndo encontramos
evidéncias claras que exista dimorfismo sexual nas espéecies alvo deste estudo. Com
nossos resultados, o que podemos dizer € que ha uma maior tendéncia a captura de
machos para as trés espécies, porem isso ndo descarta completamente a hipotese de que
individuos machos de E. chiriquensis maiores que a média estejam sendo identificados
como E. flavogaster. Desta forma, ainda sdo necessarios mais estudos para melhor
esclarecimento da hipétese de dimorfismo sexual nas espécies alvo deste estudo, como

por exemplo, anélise morfométrica como proposto por Cueto et al. (2015).

Divergéncia das linhagens

As datas de divergéncia entre as linhagens de E. cristata, E. chiriquensis e E.
flavogaster (Figura 11) neste estudo sdo proximas das encontradas por Rheindt,
Christidis, et al. (2008) ao construirem a filogenia do género Elaenia, utilizando o
marcador mitocondrial ND2 e também marcador nuclear — FIB5. A diferenca de datas
encontrada pode ser devido a diferentes taxas utilizadas por nos e o estudo anterior.

Para (Rheindt, Christidis, et al. (2008)), as primeiras divergéncias ocorreram de
forma répida a partir do final do Mioceno (entre 8,5 a 5,3 milhdes de anos), periodos
concordantes aos obtidos em nossa datacdo, seguidos de eventos de diversificagdo no

inicio do Plioceno.

CONCLUSOES

Existe diferenciacdo entre as trés espécies de Elaenia estudadas com base nas
analises morfométricas.

E possivel 0 uso de modelo de predicio/atribuicdo para identificacdo de espécie
com base em morfometria e performance correta de 83% para a espécie E. chiriquensis,
81% para E. flavogaster e 76% para E. cristata.

De acordo com as andlises filogenéticas, as trés espécies constituem linhagens
bem definidas, mas com alguns casos de divergéncia entre a identificacdo morfologica e
os dados moleculares para o gene mitocondrial ND2. Essas divergéncias podem ser
atribuidas a fatores como ocorréncia de hibridos, erros de identificacdo e possivel
existéncia de dimorfismo sexual.

A estimativa de tempo de divergéncia das linhagens, gerada por 1B mostra que a

separacgdo de E. cristata das espécies-irméas ocorreu ha aproximadamente 7,82 milhdes de
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anos, enquanto E. flavogaster ha 3,91 milhdes de anos e a mais recente E. chiriquensis

possivelmente ha 3,39 milhdes de anos, sendo essas linhagens bem definidas.
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ANEXOS

Anexo 1. InformacBes sobre as amostras utilizadas nesta pesquisa para as analises filogenéticas. Sequéncias retiradas do banco de dados
GenBank possuem numero de acesso, sequéncias geradas por nos constam na coluna Voucher o nimero de tombo dessa amostra na colecéo
do LabGenBio. O local de coleta, para nossas amostras e para as retiradas do GenBank, quando disponivel. As colunas haplétipos
MATRIZ1025 e MATRIZ546 correspondem a qual hapldtipo cada amostra pertence dependo da matriz analisada. A coluna analise
morfometria refere-se a se determinada amostra também foi usada nas analises da morfometria ou néo.

N° de acesso

Haplétipo

Haplétipo

Analise

Especie Voucher o hank Local de coleta/ origem MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Camptostoma i EU330878 . HAP_150 HAP_128 N
obsoletum - -

Capsiempis flaveola - DQ294563 - HAP_160 Hap_129 N
Elaenia albiceps . EU311172 Bolivia: La Paz, Bautista Savaedra HAP_140 HAP_114 N
albiceps - -
Elaenia albiceps

o - EU311054 Peru: Cusco HAP_141 HAP_115 N
chilensis - -
Elz_aema.l albiceps ) EU311170 Peru: San Martin, 20 _km NE Tarapoto towards HAP 144 HAP 118 N
chilensis Yurimaguas - -
Elaenia albiceps

o - EU311180 Peru: Loreto, 7 km SW Jeberos HAP_145 HAP_119 N
chilensis — _
Elaenia albi . . .

aenia abiceps - EU311181 Peru: Piura, KM 34 on Olmos-Bagua Chica Highway HAP_146 HAP_110 N

chilensis
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Espécie

Voucher

N° de acesso

Local de coleta/ origem

Haplétipo

Haplétipo

Genbank MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia albiceps Chile: Metropolitana, Chacabuco, 4 km SSW from

S - EU311185 HAP_142 HAP_116
chilensis peak of Cerro El Roble, 1660 m - -
Elaenia albiceps .. .

o - EU311187 Bolivia: Chuquisaca, Tarabuco HAP_143 HAP_117
chilensis
Elaenia albiceps .

. . P - EU311179 Equador: Carchi, 3 km SE Impueran, Cerro Mondragon HAP_148 HAP_121
griseogularis
Elaenia albiceps .

. . - EU311188 Equador: Loja: Utuana HAP_149 HAP_114
griseogularis - -
Elaenia albiceps .

. . - EU311190 Peru: Cajamarca, Llama-Huambos HAP_147 HAP_120
griseogularis - -
Elaenia cherriei - EU311050 Rep. Dominicana, Independencia, Sierra de Neiba HAP_112 HAP_91
Elaenia cherriei - EU311089 Rep. Dominicana HAP_111 HAP_90
Elaenia chiriquensis - AY115465 Brasil: Amapé: Tartarugalzinho, Lago Cujubim. HAP_44 HAP_34
Elaenia chiriquensis - AY115466 Brasil: Amapa: Tartarugalzinho, Lago Cujubim. HAP_45 HAP_35
Elaenia chiriquensis - AY 115467 Brasil: Amapa: Tartarugalzinho, Lago Cujubim. HAP_46 HAP_36
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Espécie

Voucher

N° de acesso

Local de coleta/ origem

Haplétipo

Haplétipo

Andlise

Genbank MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia chiriquensis - Aviisseg ~ Colivia:Santa Crfe%ﬁ?mrf:(;g“e Nacional Noel HAP_44 HAP_34 N
Elaenia chiriquensis - DQ294543 Brasil: Amapa: Tartarugalzinho, Lago Cujubim HAP_47 HAP_34 N
Elaenia chiriquensis UFG2679 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_33 HAP_23 S
Elaenia chiriquensis UFG2683 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_55 HAP_42 S
Elaenia chiriquensis UFG2684 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_32 HAP_22 S
Elaenia chiriquensis UFG2685 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_36 HAP_26 S
Elaenia chiriquensis UFG2688 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_39 HAP_29 S
Elaenia chiriquensis UFG3194 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_42 HAP_32 S
Elaenia chiriquensis UFG3318 - Ponte Alta do Tocantins - TO HAP_43 HAP_33 S
Elaenia chiriquensis UFG3615 - Parque Nacional Chapada dos Guimaraes - MT HAP_59 HAP_46 N
Elaenia chiriquensis UFG3616 - Parque Nacional Chapada dos Guimarées - MT HAP_62 HAP_49 N
Elaenia chiriquensis UFG3619 - Parque Nacional Chapada dos Guimarées - MT HAP_32 HAP_22 N
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L N° de acesso . Haplétipo Haplétipo Andlise
Especie Voucher = enbank Local de coleta/ origem MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia chiriquensis UFG3652 - Parque Nacional Chapada dos Guimaraes - MT HAP_38 HAP_28 N
Elaenia chiriquensis UFG3705 - Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas - DF HAP_63 HAP_50 S
Elaenia chiriquensis UFG4013 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_71 HAP_55 S
Elaenia chiriquensis UFG4221 - Salvaterra PA 154 Km 5, llha do Marajé - PA HAP_65 HAP_33 S
Elaenia chiriquensis UFG4226 - Salvaterra PA 154 Km 5, llha do Marajé - PA HAP_66 HAP_24 S
Elaenia chiriquensis UFG4229 - Salvaterra PA 154 Km 5, Ilha do Marajé - PA HAP_67 HAP_52 S
Elaenia chiriquensis UFG4230 - Salvaterra PA 154 Km 5, llha do Marajé - PA HAP_68 HAP_53 S
Elaenia chiriquensis
. - EU310943 - HAP_50 HAP_38 N
albivertex — _
Elaenia chiriquensis
. - EU310946 - HAP_48 HAP_37 N
albivertex _ _
Elaenia chiriquensis
. - EU310947 - HAP_49 HAP_35 N
albivertex _ _
Elaenia chiriquensis
- EU310948 - HAP_51 HAP_34 N

albivertex
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N° de acesso

Haplétipo

Haplétipo

Andlise

Especie Voucher = enbank Local de coleta/ origem MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia chiriquensis
. - EU310949 - HAP_52 HAP_39 N
albivertex - -
Elaenia chiriquensis
- EU310951 - HAP_53 HAP_40 N
brachyptera - -
Elaenia cristata ) EU311067 Bolivia: Sta Cruz, Serrania de Hugnchaca, 21 km SE HAP 31 HAP 4 N
Catarata Arco Iris - -
Elaenia cristata - EU311090 Brasil: Para HAP_30 HAP_21 N
Elaenia cristata UFG2455 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_1 HAP_1 N
Elaenia cristata UFG2468 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_2 HAP_2 S
Elaenia cristata UFG2472 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG2473 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_4 HAP_4 S
Elaenia cristata UFG2627 - Parque Nacional das Emas - GO HAP_5 HAP_4 S
Elaenia cristata UFG2629 - Parque Nacional das Emas - GO HAP_6 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG2652 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_3 HAP_3 S
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Elaenia cristata UFG2658 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_7 HAP_5 S
Elaenia cristata UFG2665 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG2671 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG2815 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_8 HAP_6 S
Elaenia cristata UFG3022 - Nova Xavantina - MT HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG3024 - Nova Xavantina - MT HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG3092 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG3138 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_9 HAP_7 S
Elaenia cristata UFG3141 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG3162 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG3172 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_18 HAP_15 S
Elaenia cristata UFG3176 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_20 HAP_16 S
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Elaenia cristata UFG3187 - Parque Nacional Grande Sertdo Veredas - MG HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG3322 - Ponte Alta do Tocantins - TO HAP_11 HAP_9 S
Elaenia cristata UFG3332 - Ponte Alta do Tocantins - TO HAP_12 HAP_10 S
Elaenia cristata UFG3617 - Parque Nacional Chapada dos Guimardes - MT HAP_1 HAP_1 N
Elaenia cristata UFG3618 - Parque Nacional Chapada dos Guimarées - MT HAP_17 HAP_14 N
Elaenia cristata UFG3624 - Parque Nacional Chapada dos Guimarées - MT HAP_13 HAP_5 N
Elaenia cristata UFG3625 - Parque Nacional Chapada dos Guimardes - MT HAP_14 HAP_11 N
Elaenia cristata UFG3626 - Parque Nacional Chapada dos Guimardes - MT HAP_3 HAP_3 N
Elaenia cristata UFG3630 - Parque Nacional Chapada dos Guimarées - MT HAP_15 HAP_12 N
Elaenia cristata UFG3632 - Parque Nacional Chapada dos Guimarées - MT HAP_16 HAP_13 N
Elaenia cristata UFG3634 - Parque Nacional Chapada dos Guimaraes - MT HAP_19 HAP_8 N
Elaenia cristata UFG3687 - Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas - DF HAP_21 HAP_3 S
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Elaenia cristata UFG3688 - Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas - DF HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG3716 - Estacéo Ecoldgica de Aguas Emendadas - DF HAP_29 HAP_20 S
Elaenia cristata UFG3754 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_73 HAP_57 N
Elaenia cristata UFG3771 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_32 HAP_22 N
Elaenia cristata UFG3778 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG3780 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_34 HAP_24 N
Elaenia cristata UFG3781 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_22 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG3782 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_23 HAP_17 S
Elaenia cristata UFG3783 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_24 HAP_18 S
Elaenia cristata UFG3839 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_60 HAP_47 N
Elaenia cristata UFG3842 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG3843 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_27 HAP_8 S
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N° de acesso Haplétipo Haplétipo

Andlise

Espécie Voucher " senhank Local de coleta/ origem MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia cristata UFG4045 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_26 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG4061 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG4199 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_28 HAP_14 S
Elaenia cristata UFG4202 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_3 HAP_3 S
Elaenia cristata UFG4203 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG4207 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG4208 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_10 HAP_8 N
Elaenia cristata UFG4213 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_25 HAP_19 S
Elaenia cristata UFG4218 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_10 HAP_8 S
Elaenia cristata UFG4231 - Salvaterra PA 154 Km 5, llha do Maraj6 - PA HAP_10 HAP_8 S
Elaenia dayi - EU311094 Venezuela: Bolivar, Auyan Tepui, Camp V HAP_115 HAP_94 N
Elaenia fallax - JN568681 - HAP_150 HAP_122 N
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Elaenia fallax - JN568682 - HAP_151 HAP_123 N
Elaenia fallax - JN568683 - HAP_152 HAP_123 N
Elaenia fallax - JN568684 - HAP_153 HAP_124 N
Elaenia fallax - JN568685 - HAP_154 HAP_122 N
Elaenia fallax - JN568686 - HAP_155 HAP_122 N
Elaenia fallax - JN568687 - HAP_156 HAP_125 N
Elaenia fallax - JN568688 - HAP_157 HAP_126 N
Elaenia fallax fallax - EU311052 Jamaica HAP_158 HAP_127 N
Elaenia flavogaster - EF501906 - HAP_91 HAP_73 N
Elaenia flavogaster - EU311047 Trinidad & Tobago: Tobago HAP_90 HAP_72 N
Elaenia flavogaster - EU311060 Guyana HAP_87 HAP_69 N
Elaenia flavogaster - EU311070 Brasil: Amapé HAP_89 HAP_71 N
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Elaenia flavogaster - EU311082 Costarica HAP_88 HAP_70 N
Elaenia flavogaster - EU311091 St. Vincent HAP_92 HAP_74 N
Elaenia flavogaster - EU311093 Panama HAP_86 HAP_68 N
Elaenia flavogaster - EU311103 Brasil: Para, Belém HAP_93 HAP_75 N
Elaenia flavogaster - KF228505 Concepcion, Paraguai HAP_85 HAP_67 N
Elaenia flavogaster UFG2449 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_40 HAP_30 N
Elaenia flavogaster UFG2681 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_34 HAP_24 N
Elaenia flavogaster UFG2682 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_35 HAP_25 N
Elaenia flavogaster UFG2687 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_37 HAP_27 N
Elaenia flavogaster UFG2690 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_41 HAP_31 N
Elaenia flavogaster UFG3444 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_54 HAP_41 N
Elaenia flavogaster UFG3450 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_56 HAP_43 N
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Elaenia flavogaster UFG3455 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_57 HAP_44 N
Elaenia flavogaster UFG3457 - APA Gama Cabeca de Veado - DF HAP_58 HAP_45 N
Elaenia flavogaster UFG3633 - Parque Nacional Chapada dos Guimaraes - MT HAP_80 HAP_61 N
Elaenia flavogaster UFG3644 - Parque Nacional Chapada dos Guimaraes - MT HAP_72 HAP_56 N
Elaenia flavogaster UFG3755 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_74 HAP_58 S
Elaenia flavogaster UFG3756 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_76 HAP_57 S
Elaenia flavogaster UFG3775 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_64 HAP_51 N
Elaenia flavogaster UFG3779 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_70 HAP_54 N
Elaenia flavogaster UFG3840 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_73 HAP_57 S
Elaenia flavogaster UFG3852 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_75 HAP_59 S
Elaenia flavogaster UFG3858 - Vila Bela da Santissima Trindade - MT HAP_63 HAP_50 N
Elaenia flavogaster UFG4004 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_77 HAP_60 S
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Elaenia flavogaster UFG4046 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_61 HAP_48 N
Elaenia flavogaster UFG4049 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_69 HAP_34 N
Elaenia flavogaster UFG4058 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_81 HAP_63 S
Elaenia flavogaster UFG4062 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_78 HAP_61 S
Elaenia flavogaster UFG4155 - Fazenda Experimental da Embrapa - AP HAP_77 HAP_60 S
Elaenia flavogaster UFG4198 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_79 HAP_62 S
Elaenia flavogaster UFG4200 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_82 HAP_64 S
Elaenia flavogaster UFG4204 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_83 HAP_65 S
Elaenia flavogaster UFG4206 - Cachoeira do Arari, Ilha do Marajé - PA HAP_84 HAP_66 S
Elaenia flavogaster UFG4232 - Salvaterra PA 154 Km 5, llha do Maraj6 - PA HAP_38 HAP_28 N
Elaenia frantzii - EU311049 Panamé HAP_97 HAP_78 N
Elaenia frantzii - EU311059 El Salvador HAP_96 HAP_78 N
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L N° de acesso . Haplétipo Haplétipo Andlise
Especie Voucher " senhank Local de coleta/ origem MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia gigas - EU311092 Peru HAP_117 HAP_96 N
Bolivia: La Paz, Prov. B. k E
Elaenia gigas : EU311100 olivia: La Paz, Prov. B. Saavedra, 68 km by road HAP 116 HAP 95 N
Charazani, Quita Calzon
Elaenia martinica ) EU311061 Puerto Rico: Cabo Rojo, Llanos Costa, 0.5 km NNW HAP 110 HAP 89 N
mouth Arroyo Cazul - -

Elaenia martinica - EU311079 Cayman isl.: Grand Cayman, Queens Highway HAP_109 HAP_88 N
Elaenia martinica - EU311088 St. Vincent HAP_108 HAP_87 N
Elaenia mesoleuca - EU310944 - HAP_113 HAP_92 N
Elaenia mesoleuca - EU310945 - HAP_114 HAP_93 N
Elaenia obscura ) EU311077 Peru: Pasco, Playa Pampa, 8 km NW Cushi on trail to HAP 106 HAP 86 N
obscura Chaglla - -
Elaenia obscura ) EU311083 Peru: Pasco, Playa Pampa, 8 km NW Cushi on trail to HAP 107 HAP 85 N
obscura Chaglla
Elaenia ob . . .

aenia obsclra - EU311087 Bolivia: Sta Cruz, La Pajcha ca 28 km S Samaipata HAP_105 HAP_85 N

obscura
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L N° de acesso . Haplétipo Haplétipo Andlise

Especie Voucher = enbank Local de coleta/ origem MATRIZ1025 MATRIZ546  morfometria
Elaenia olivina - EU311096 Venezuela: Bolivar, Cerro Guanay, Camp Il HAP_132 HAP_108 N
Elaenia olivina - EU311178 Venezuela: Amazonas, Tamacuari HAP_130 HAP_106 N
Elaenia olivina - EU311184 Venezuela: Bolivar, Auyan Tepui, Camp I, 1700 m HAP_131 HAP_107 N
Elaenia olivina - EU311186 Venezuela: Amazonas, Cerro Yavi, 2100 m HAP_133 HAP_106 N

Peru: Pasco, Playa Pampa, 8 km NW Cushi on trail to
Elaenia pallatangae - EU311048 ! yaramp ushion trad HAP_138 HAP_113 N
Chaglla
Peru: Caj Lanchal, 8 km ESE
Elaenia pallatangae - EU311101 eru: Cajamarca, Quebrada Lanchal, 8 km ES HAP_137 HAP_112 N
Sallique

!Elaema pallatangae - EU311169 Peru: Cusco HAP_135 HAP_110 N
intensa - -
!Elaema pallatangae ) EU311183 Peru: Cajamarca, Quebr.ada Lanchal, 8 km ESE HAP 134 HAP 109 N
intensa Sallique - -
Elaenia pall Peru: Pi BI k W
; aenia pallatangae ) EU311192 eru: Piura, Cruz Blanca, 33 km by road S HAP 136 HAP 111 N
intensa Huancabamba - -
Elaenia pallatangae .

P g - EU311189 Equador: Carchi, below Laurel HAP_139 HAP_110 N

pallatangae
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Espécie

Voucher

N° de acesso

Local de coleta/ origem

Haplétipo

Haplétipo

Andlise

Genbank MATRIZ1025 MATRIZ546 morfometria
Elaenia parvirostris - EU311075 B°'iViagfna§ﬁTi§,ff'iboc§ Euxd;d;i(:rs:far;)’eﬁﬂancia HAP_99 HAP_80 N
Elaenia parvirostris ; Eusilore | ovu- Loreto, Amazonas ézliqpasm' 80 km NE lquitos, —,\p 102 HAP_82 N
Elaenia parvirostris - EU311081 Bolivia: El Beni HAP_98 HAP_79 N
Elaenia parvirostris - EU311102 Bolivia: Chuquisaca, Sopachuy HAP_100 HAP_81 N
Elaenia parvirostris - KJ810369 Uruguai, Artigas (Estado) HAP_101 HAP_79 N
Elaenia pelzelni i EU311080 Peru: Loreto, Amazonasglzl;Pasto, 80 km NE Iquitos, HAP 103 HAP 83 N
Elaenia pelzelni i EU311086 Peru: Loreto, Amazonasglzl;Pasto, 80 km NE Iquitos, HAP 104 HAP 84 N
Elaenia ruficeps - EF501917 -- HAP_95 HAP_77 N
Elaenia ruficeps - EU311069 Venezuela: Amazonas, Unturan HAP_94 HAP_76 N
Elaenia sordida - EU311105 Brasil: Andarai, Fazenda Mocambo HAP_129 HAP_105 N
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Elaenia spectabilis - EU311051 Brasil: Alagoas HAP_120 HAP_99 N
Elaenia spectabilis - EU311065 Brasil: Piaui, P. N. Serra das ConfusGes HAP_121 HAP_98 N
Elaenia spectabilis - EU311066 Brasil: Piaui, P.N. Serra das Confus@es HAP_119 HAP_98 N
Elaenia spectabilis - EU311107 Peru: Loreto, 7 km SW Jeberos HAP_118 HAP_97 N
Elaenia spectabilis - EU311108 Bolivia: g:gﬁz g‘l'(crzls\sl il;arf; ij m;ﬁ;oad Sof AP 122 HAP_97 N
Elaenia strepera - EU311097 Bolivia: Chuquisaca, Sopachuy HAP_125 HAP_102 N
Elaenia strepera - EU311098 Bolivia: Palmarcito HAP_126 HAP_103 N
Elaenia strepera - EU311099 Bolivia: Chuquisaca, Sopachuy HAP_127 HAP_104 N
Elaenia strepera - EU311104 Bolivia: Chuquisaca, Sopachuy HAP_124 HAP_101 N
Elaenia strepera - EU311106 Bolivia: Chuquisaca, Sopachuy HAP_128 HAP_101 N
Elaenia strepera - EU311109 Bolivia: Palmarcito HAP_123 HAP_100 N
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Anexo 2. Tabela com os numeros de tombo/voucher por espécie de cada individuo utilizado
nas analises morfométricas coletados na cole¢do ornitoldgica do Museu de Zoologia da USP —
MZUSP.

Espécie Numero de tombo/ voucher da cole¢do ornitoldgica do
museu de zoologia da USP - MZUSP
Elaenia cristata 80419, 85043, 94206, 82956, 83355, 83356, 83357, 83358,

38096, 52990, 52991, 52992, 52993, 52994, 65272, 89007,
38187, 63349, 69347, 69348, 74493, 81607, 89001, 89002,
89003, 89004, 89005, 89006, 93108, 98545, 98547, 98548,
98549, 98550, 98608, 98609, 98610, 98611, 98612, 98626
3374, 15868, 15869, 19832, 19833, 38395, 38396, 38397,
38558, 42461, 42462, 42463, 42843, 42866, 42932, 75870,
85044, 90120, 40175, 40176, 40177, 34276, 75341, 75342
75344, 75345, 75346, 75347, 75348, 75349, 75350, 75351
75352, 75353, 75354, 75355, 75356, 56131, 56132, 56133,
56134, 56135, 56136, 2603, 8092, 75953, 79683, 79684,
79685, 79686, 79687, 79688, 79689, 79690, 79691, 79692
79694, 7971, 15871, 75343

Elaenia chiriquensis 39158, 16810, 16842, 16910, 16916, 16917, 17942, 20221
59617, 27701, 27702, 27703, 27705, 34070, 52986, 65270,
65271, 68465, 68467, 68468, 68469, 68470, 68472, 68473,
68474, 68475, 68476, 68478, 68479, 70730, 70731, 70732,
70733, 70734, 70735, 74065, 74066, 75180, 91856, 73799,
73800, 23890, 30214, 30215, 32542, 32543, 32544, 32545,
69350, 69351, 69352, 69353, 74575, 79387, 79388, 88408,
88409, 3373, 32726, 32727, 35964, 35965, 42456, 42457,
42458, 42459, 47089, 47090, 47091, 47092, 47093, 47094,
47095, 58996, 58997, 58998, 58999, 59000, 63090, 63091,
84131, 90117, 90119, 37016, 56137, 73387, 5938, 7969
8094, 8429, 8993, 9814, 28643, 53685, 53686, 53688, 53689,
53690, 53692, 53693, 53694, 53695, 53696, 53697, 53698,
53699, 53700, 53701, 53705, 97992, 79695, 79696, 79697,
79698, 79699, 79700, 79701, 79702, 80875, 80876, 80877,
116614, 116619

Elaenia flavogaster 37546, 37547, 37548, 7530, 82446, 82447, 82448, 82449,
82450, 10265, 10266, 14213, 14217, 33648, 33646, 33647,
51946, 51947, 51948, 51949, 52976, 52977, 52978, 15478
51950, 51951, 51952, 51953, 52978, 52980, 52981, 52982,
52983, 52984, 52985, 68463, 70741, 70742, 70743, 70744,
70745, 70746, 70747, 70748, 70749, 70750, 70752, 70753,
70754, 70755, 70757, 74787, 75174, 75175, 75176, 75177,
75178, 75179, 94698, 16034, 16035, 25490, 25491, 25492,
25493, 25494, 25495, 25496, 25497, 25498, 25499, 25500,
25501, 25502, 25503, 25504, 25505, 25506, 25507, 25509,
25510, 25511, 34695, 34696, 75959, 78941, 88711, 97996,
73571, 73572, 13274, 17152, 17153, 18417, 18418, 23878,
23879, 23880, 23881, 30216, 30217, 30218, 35235, 64182,
69345, 98522, 98523, 98607, 98619, 12758, 37807, 37808,
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45602, 47084, 58995, 59604, 59605, 59606, 59607, 59608,
59610, 59611, 59612, 59613, 59614, 59615, 59616, 62043,
62044, 85969, 88191, 90116, 90118, 95484, 95698, 95699,
95700, 95701, 75338, 75339, 75340, 77787, 77788, 56128,
56129, 56130, 73388, 94207, 94208, 1051, 4273, 4399, 4705,
4706, 7970, 8095, 12103, 13927, 24248, 26442, 26443, 26445,
28832, 29113, 31741, 48495, 48545, 48546, 50373, 50374,
50375, 50377, 50378, 50379, 50380, 51520, 51522, 51524,
51525, 53315, 53669, 53670, 53671, 53672, 53673, 53674,
53675, 53676, 53677, 53678, 53679, 53680, 53681, 53683,
53684, 55254, 61268, 64424, 64425, 66288, 67857, 71072,
73888, 75957, 75958, 79703, 79704, 40169

COMPRIMENTO DO BICO LARGURA DO BICO ALTURADO BICO

Anexo 3. Modo de coleta das medidas morfométricas para as espécies E. cristata, E.
chiriquensis e E. flavogaster utilizadas neste estudo.
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Anexo 4. Relacdo de iniciadores (primers) utilizados nesse estudo para amplificacdo do gene
mitocondrial ND2 e para a sexagem molecular, a sequéncia do primer e a referéncia.

Gene Primer Sequéncia 5°-3’ Referéncia

ND2 LMET GGCCCATACCCCGAAAATGA Sorenson et al., 1999

ND2 H6313 CTCTTATTTAAGGCTTTGAAGGC Sorenson et al., 1999

ND2 L5758 GGNGGNTGAATRGGNYTNAAYCARAC Sorenson etal., 1999

ND2 H5766 RGAKGAGAARGCYAGGATYTTKCG Sorenson et al., 1999
CHD 2550F GTTACTGATTCGTCTACGAGA Fridolfsson; Ellegren, 1999
CHD 2718R ATTGAAATGATCCAGTGCTTG Fridolfsson; Ellegren, 1999
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Anexo 5. Estatistica descritiva da morfometria das espécies de Elaenia alvos deste estudo.

Todas as medidas estdo em milimetros.

Medida Espécie N Média Desvio Padrao
Comprimento da asa Elaenia cristata 179 65,07 5,07
Elaenia chiriquensis 211 67,99 5,20
Elaenia flavogaster 245 70,30 3,66
Comprimento da cauda  Elaenia cristata 178 66,97 5,28
Elaenia chiriquensis 210 67,28 3,80
Elaenia flavogaster 243 73,19 4,23
Comprimento do tarso Elaenia cristata 179 18,52 1,08
Elaenia chiriquensis 211 16,90 1,03
Elaenia flavogaster 243 19,15 1,17
Comprimento do bico Elaenia cristata 178 8,29 1,02
Elaenia chiriquensis 211 7,31 0,53
Elaenia flavogaster 244 7,36 0,55
Largura do bico Elaenia cristata 175 8,71 0,85
Elaenia chiriquensis 212 7,69 0,65
Elaenia flavogaster 245 8,55 0,71
Altura do bico Elaenia cristata 175 4,40 0,53
Elaenia chiriquensis 210 3,97 0,46
Elaenia flavogaster 243 427 0,46

N = ndmero de individuos utilizados na analise, média e desvio padrédo para cada espécie e cada medida.
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Anexo 6. Andlise de variancia — ANOVA para as espécies Elaenia cristata, Elaenia
chiriquensis e Elaenia flavogaster geradas com o pacote MASS no programa R.

Gl SumSq Media F valor P (>F)
Espécie 2 457449 228724 147 <2e-16 ***
Residuos 614 955231 1556

Cadigos de significancia: 0 “***> 0,001 ‘**>0.01 “** 0.05°.>0.1°’ 1

Valores de grau de liberdade (Gl), soma dos quadrados (SumSq), média, valor do teste estatistico e valor de
significancia.

Anexo 7. Teste de Tukey da diferenca honestamente significativa (HSD) gerado com o pacote
MASS no program R para verificar a diferenca estatistica entre as espécies com base nas
medidas.

Relagdo entre espécies Diferenca Iwr upr p ajus.
E. cristata-E. chiriquensis 62,541836 52,9855 72,09817 0,00000
E. flavogaster-E.

o ) 53,310881 44,49232 62,12944 0,00000
chiriquensis
E. flavogaster-E. cristata -9,230955 -18,4894 0,027482 0,05088

Os valores significativos estdo em negrito.
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Anexo 8. Arvore obtida pelo método de Verossimilhanca para a MATRIZ1025, com 160
hapldtipos do género Elaenia e grupos externos, usando os parametros de:1000 réplicas de
bootstrap; modelo de Tamura-Nei; uso de distribuicdo gamma e sitios invariaveis; delecdo
parcial; uso das trés bases; Valores de bootstrap do n6 para E. chiriquensis = 99; E. flavogaster
=99; E. cristata = 100.
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Anexo 9. Arvore obtida pelo método de Verossimilhanca para a MATRIZ546, com 129
hapldtipos do género Elaenia e grupos externos, usando os parametros de:1000 réplicas de
bootstrap; modelo de Tamura-Nei; uso de distribuicdo gamma e sitios invariaveis; delecdo
parcial; uso das trés bases; Valores de bootstrap do né para E. chiriquensis = 97; E. flavogaster
=99; E. cristata = 99.
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