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RESUMO GERAL

Os Pipridae sdo pequenos passaros frugivoros de sub-bosque que habitam ambientes
florestais da regiao Neotropical. Esta familia se destaca por apresentar um sistema de acasalamento
em leques poliginicos, com displays de corte, sons ndo vocais (“mecanicos”) e elaborada plumagem
ornamental dos machos (Prum 1998). Apresentam a maior diversidade na regido Amazdnica com
mais da metade das espécies encontradas no Brasil (ao norte do rio Negro e entre os rios Xingu e
Purus) e entre os rios Madre de Dios, na Bolivia e Marafion, ao norte do Peru (Snow 2004).

Neste estudo investigou-se, por meio da analise de fragmentos do gene mitocondrial ND2
(subunidade 2 da NADH desidrogenase), a estrutura populacional de quatro espécies de Pipridae
(Machaeropterus pyrocephalus, Lepidothrix nattereri, Ceratopipra rubrocapilla e Pipra fasciicauda) na
regido de contato do bioma Amazénico com o bioma Cerrado, incluindo também, areas de Cerrado e
de floresta Amazébnica. Para as trés primeiras espécies de Pipridae, as analises genéticas foram
conduzidas com o intuito de determinar o modelo de estruturagdo populacional que as mesmas
apresentaram na regido de ecotono. Para isso, a variabilidade genética, grau de isolamento, fluxo
génico e distancia genética entre as subpopulacbes destas espécies foram analisadas, bem como
sua demografia historica. A populagdo de M. pyrocephalus apresentou-se fortemente subdividida
entre a regido de transigao leste (alto rio Xingu) e oeste (sub-bacia do rio Guaporé e Juruena) e
exibiu uma estrutura populacional em conformidade com o modelo de metapopulagdes, com baixas
taxas de migracdo e isolamento pela distancia. Entretanto, em direcdo as areas de Cerrado, a
migragao foi bem mais acentuada, ocorrendo de modo mais restrito no sentido oposto. Com isso, os
haplétipos constatados nas regides de transicdo leste e oeste também estiveram presentes no
Cerrado. Nesta regido, néo foram detectados haplétipos exclusivos, somente aqueles compartilhados
com as areas de transicdo dos extremos leste e oeste dos estados de Mato Grosso e Rondénia.
Estas evidéncias sugerem a relevancia das areas amazbnicas para a diversidade genética das
subpopulagdes de M. pyrocephalus, situadas no Cerrado. Moderada estruturagdo genética foi
evidenciada em L. nattereri, que também exibiu caracteristicas concordantes com o modelo de
metapopulagdes. Em C. rubrocapilla ndo houve subdivisdo entre as regides de transigcdo leste e
oeste em decorréncia da combinagdo entre as maiores taxas de migragdo e menor tamanho
populacional efetivo (do que L. nattereri). A organizacdo espacial desta espécie, na regido de

transigdo, apresentou-se em conformidade com o modelo de populagdes em manchas, com taxas
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mais elevadas de migragao entre as subpopulagdes, formando um Unico agrupamento genético. As
diferencas quanto a estrutura populacional destas aves podem ser consequéncia de suas
particularidades ecoldgicas, tais como, maior associagdo ao ambiente de sub-bosque (em M.
pyrocephalus - particularmente durante sua fase juvenil); dieta insetivora e menor massa corporal
(em L. nattereri); habitat- generalista e maior massa corporal (em C. rubrocapilla). Todos estes
fatores relacionam-se a vagilidade e, indiretamente, a habilidade de dispersdo das aves. As
caracteristicas apresentadas pelas duas primeiras espécies estdo vinculadas a uma menor
vagilidade, o que pode conduzir a estruturagdo populacional. As caracteristicas apresentadas pela
ultima sdo comuns em espécies com maior vagilidade, o que pode direcionar para uma auséncia de
estruturagédo genética, dependendo do tamanho efetivo da populagéo. No caso de C. rubrocapilla, a
nao subdivisdo populacional ocorreu devido a combinagdo de uma taxa de migragao ligeiramente
mais elevada com um menor tamanho populacional efetivo. Em Pipra fasciicauda, ao se realizar as
primeiras estimativas de variabilidade genética, verificou-se que suas populagbes se encontravam
altamente diferenciadas e, portanto, deveriam ser avaliadas de modo diferenciado, com o uso de
outras ferramentas de analise, que permitissem melhor investigar o nivel de diferenciagdo destas
populagdes. Deste modo, com a reconstrugdo das relagdes evolutivas dos espécimes, por meio dos
métodos de maxima verossimilhanga e de inferéncia Bayesiana, verificou-se a existéncia de duas
linhagens notoriamente distintas, uma encontrada na regido de ecétono, no oeste do estado de Mato
Grosso e sudeste do estado de Rondbnia, no cerrado ao sul do estado de Mato Grosso e no
Pantanal, situado no sudoeste do estado de Mato Grosso (linhagem Sul-Oeste). A outra, detectada
na regidao de ecotono no nordeste do estado de Mato Grosso, cerrado no noroeste do Estado de
Tocantins e na regido Amazonica e no estado do Para (linhagem Norte-Leste). Estas linhagens
devem corresponder as subespécies P. f. calamae (linhagem Sul-Oeste) e P. f scarlatina (linhagem
Norte-Leste) e possivelmente, se separaram durante o periodo do Pleistoceno. As analises de
demografia histérica indicaram que a linhagem Sul-Oeste apresentou sinais de expansao
populacional e sua rede haplotipica demonstrou que também teria sofrido uma expansao em sua
distribuicéo, alcangando a regido da linhagem Norte-Leste. Por ultimo, também foi avaliado, o papel
do médio rio Araguaia na estruturagdo genética das subpopula¢des da linhagem Norte-leste. A
auséncia de estruturacdo genética e o compartilhamento de haplétipo entre as subpopulagdes

oriundas de margens opostas do médio rio Araguaia, sugeriram um baixo potencial deste rio em
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promover divergéncia populacional desta espécie. A presenga de ilhas ao longo do rio deve
aumentar sua permeabilidade para os individuos de P. fasciicauda, que podem estar utilizando-as

como stepping stones para se deslocar de uma margem a outra.

Palavras-chave: Machaeropterus, Lepidothrix, Ceratopipra, Pipra, ecotono Amazobnia - Cerrado,

disperséo, subespécies, fluxo génico, stepping stones.
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ABSTRACT

The Pipridae are small fruit-eating birds that live in the understory environment of the
Neotropics’s forest. Some notable characteristics of the manakins are their lek-based mating systems,
extraordinary courtship displays, not vocal sounds ("mechanical”) and males with ornamental
plumage (Prum 1998). This family exhibits the greatest diversity in the Amazon region with more than
half of the species found in Brazil (north of the Negro River and between the Xingu and Purus rivers)
and between the Madre de Dios rivers, Bolivia and Marafion, in northern Peru (Snow 2004). In this
study it was investigated the population structure of four species of Pipridae (Machaeropterus
pyrocephalus, Lepidothrix nattereri, Ceratopipra rubrocapilla and Pipra fasciicauda), through the
analysis of mitochondrial fragment ND2 gene (NADH dehydrogenase subunit 2), in the ecotone
region of Amazon biome and the Cerrado biome. The analysis also includes areas of the Cerrado and
the Amazon forest. For the first three Pipridae’s species genetic analyzes were conducted in order to
determine the population structure model that they showed in the ecotone region. For this, the genetic
variability, degree of isolation, gene flow and genetic distance between subpopulations of these
species were examined as well as its historical demographic. The population of M. pyrocephalus was
strongly divided between the east transition region (upper Xingu River) and west region (sub-basin of
the River Juruena and Guaporé). These species exhibited a population structure in accordance with
the metapopulation model, with low rates migration and isolation by distance. However, towards the
Cerrado areas, the migration was much more accentuated, being more limited in the opposite
direction. Thus, the haplotypes observed in the east and west transition regions also occurred in the
Cerrado. In this region unique haplotypes were detected, only those shared with the transition areas
of the extreme east and west of Mato Grosso and Rondbnia states. This evidence suggests the
importance of the Amazon areas to the genetic diversity of subpopulations of M. pyrocephalus,
located in the Cerrado. Moderate genetic structure was observed in L. nattereri, which also showed
characteristics consistence with the metapopulation model. The C. rubrocapilla species showed no
division between the regions of east and west transition due to the combination of the highest

migration rates and lower effective population size (than L. nattereri).

The spatial organization of this species, in the transition region, agreed with the model
populations in patches with higher rates of migration between subpopulations, forming a single

genetic group. The differences in the population structure of these birds must be due to their
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ecological characteristics, such as greater association with understory environment in the case of M.
pyrocephalus (particularly during their juvenile stage). Another case is the insectivorous diet and lower
body mass of L. nattereri and also the habitat generalist and higher body mass characteristics of the
C. rubrocapilla. All these factors relate to vagility and indirectly to the dispersion ability of the bird. The
characteristics shown by the first two species are linked to a lower vagility, which can lead to
population structure. The features displayed in the latter are common in vagile species, which can
direct to an absence of genetic structure, depending on the effective population size. In the case of C.
rubrocapilla, the subdivision of the population did not occurred, due to the combination of a slightly

higher migration rate with a smaller effective population size.

In Pipra fasciicauda, to be held the first estimates of genetic variability, it was found that their
populations were highly differentiated and therefore should be assessed using other analysis tools,

which allowed investigate the level of difference of these populations.

Thus, the reconstruction of specimens’ evolutionary relationships by the methods of maximum
likelihood and Bayesian analysis indicated the existence of two markedly distinct lineages. One of
them (S-O lineage) was found in the ecotone region, (in the western state of Mato Grosso and
southeastern state of Rondbnia), in the Cerrado region (southern Mato Grosso) and in Pantanal
region (southwestern Mato Grosso). The other one (N-L lineage) was detected in the ecotone region
(in northeastern Mato Grosso), in the Cerrado region (northwestern state of Tocantins) and in the
Amazon region (state of Para). These lineages must correspond to P. f. calamae (S-O lineage) and P.
f. scarlatina (N-L lineage) and possibly their sorting occurred during the Pleistocene period. The
historical demographic analysis showed signs of population expansion for the S-O lineage, and the
haplotype network suggested that this lineage experienced lineage experienced expansion of its
distribution and it reached the area of occurrence of the N-L lineage. Finally, it was also evaluated the
role of the middle Araguaia river in the genetic structure of the N-L lineage subpopulations. The lack
of genetic structure and haplotype sharing among subpopulations from opposite banks of the middle
Araguaia river, suggests a low potential of this river to promote population divergence for this species.
The presence of islands along the river should increase its permeability for individuals of P.

fasciicauda that may use them as stepping stones to move between the banks.
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APRESENTAGAO GERAL

Estudos relacionados com a genética de populagdes tratam da origem, quantidade e
distribuicdo da variagdo genética presente em populacdes, bem como o destino desta variagdo no
tempo e no espaco (Templeton 2011). Quando novos variantes genéticos surgem, encontram-se
confinados a um ponto no espaco, sendo sua distribuicao espacial influenciada por forgas evolutivas
recorrentes, tais como fluxo génico, deriva genética e sistema de acasalamento e também por
eventos histéricos, tais como a fragmentagdo populacional, expansdo da distribuigdo geografica e
gargalos populacionais. Todos esses fatores exercem influéncia no padrédo de variagdo espacial e
estruturagdo de uma populagao.

Um desafio central para os bidlogos € estabelecer associagbes entre caracteristicas
ecoldgicas e comportamentais dos individuos e a evolugao das espécies. Uma destas associagdes é
esperada entre a habilidade de dispersdo e a magnitude na qual as populagbes diferem genética ou
ecologicamente. E bem conhecido que a dispersdo é uma caracteristica da histéria de vida que tem
profundos efeitos nas populagdes, tanto em uma perspectiva ecoldégica como evolutiva (Johnson &
Gaines 1990). Como um processo demografico, a dispersdo exerce um importante papel na
distribuicdo dos organismos. Com seu potencial para o fluxo génico, a dispersdo desempenha um
efeito crucial na estrutura genética das populagdes (Belliure et al. 2000).

A estrutura genética das populagdes €&, primariamente, o resultado de forgcas opostas como a
deriva genética e o fluxo génico e também da variagdo espacial na selegdo natural. A deriva
genética, mudanca aleatdria na frequéncia dos alelos parentais ao longo do tempo, possibilita com
que o acaso possa governar a sobrevivéncia e a reproducdo da prole. Este processo é
particularmente importante quando o tamanho da populagdo é pequeno. O fluxo génico,
contrariamente a deriva genética, promove a homogeneizagdo da variagao genética espacial pelo
movimento dos alelos através do espago (Slatkin 1987). Barreiras para o fluxo génico podem ser
fisicas, tais como rios ou cadeias de montanhas, as quais dificultam ou impedem com que individuos
ou gametas movam-se entre regides. Ha também os limites impostos pela habilidade dos organismos
a dispersao, que pode ser especialmente restritiva para as plantas e animais de menor porte. Em
alguns casos, o fluxo génico entre regides pode ser reduzido a zero, mas frequentemente atinge
algum nivel. Quando o fluxo génico é reduzido, a oportunidade de divergéncia entre as demes é

aumentada, possibilitando a estruturagdo genética da populagédo. Em populagcdes que ocupam
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regides distintas, com forgas seletivas diferenciais, qualquer variagdo no sucesso de um variante ira
acarretar uma variagdo na frequéncia alélica. O fato de que a estrutura genética surge destes
distintos fendmenos, significa que a observagao da variagéo espacial na frequéncia dos alelos, pode
ser usada para inferir os processos que dao origem a ela. Consequentemente, utilizando-se dados
genéticos € possivel fazer inferéncias sobre o fluxo génico e, portanto, sobre o comportamento de
disperséo (Burney & Brumfield 2009).

Seguindo esta logica, inferéncias também podem ser feitas sobre o sistema de
acasalamento, sistema social, estrutura filogeografica e dindmica populacional (Nutt 2008), sendo
estes aspectos, fundamentais para o efetivo manejo das espécies. Informagdes sobre o fluxo génico
e estrutura populacional sdo potencialmente importantes para a conservagao, pois estas informacgées
podem servir como um alerta para as mudancgas nos padrdes de distribuicdo, como em decorréncia,
por exemplo, das mudangas climaticas (Jones & Wang 2012).

Determinar a estrutura genética de populagdes de vertebrados em ambiente tropical é
essencial para testar hipéteses sobre os fatores responsaveis pelo processo de diversificagao
(Moritiz et al. 2000). Para as espécies que ocorrem em habitats com altos niveis de fragmentacao e
destruicdo, informagdes sobre a estrutura genética também podem ajudar a identificar escalas
espaciais adequadas para a definicdo de unidades de conservacdo (Moritz 1994; Paetkau et al.
2004), contribuindo para a compreenséao dos efeitos genéticos da fragmentacéo futura na reducéo do
fluxo génico entre as populagdes (Francisco et al. 2007). A comparagao dos resultados provenientes
de diferentes marcadores moleculares, como sequéncias mitocondriais € microssatélites, pode
justapor as mudangas na estrutura populacional, através do tempo evolutivo, com os recentes
processos populacionais (Haig et al. 2011).

Diante do exposto, torna-se notério o reconhecimento da importdncia dos estudos de
estrutura populacional para melhor compreensao da histéria evolutiva das espécies e para que se
possa inferir sobre o destino das populagdes. No presente estudo, a estrutura das populagdes de
quatro espécies de Pipridae, com distribuicdo nas regides Norte e Central do Brasil, foram
examinadas utilizando-se o gene mitocondrial ND2. O estudo concentrou-se principalmente na regido
de ecotono Amazobnia- Cerrado, nos estados de Mato Grosso e Rondbnia.

Em escala continental, o termo ecétono € usado para descrever uma transicdo entre dois

biomas. Considerando-se a extensdo de um determinado bioma, as populagbes que se propagam
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em condi¢des ambientais divergentes na periferia do bioma, diferenciam-se das popula¢des do
centro. Isto é possivel por meio de pré-adaptagbes ao estresse fisioldgico, proporcionado pela
variagao ambiental (Killeen & Solérzano 2008).

Os ecotonos apresentam um cenario ideal para estudar mecanismos evolutivos, organizagao
das comunidades, disturbios e mudangas no padrdo da biodiversidade (Lacher Jr. & Alho 2001).
Estas areas podem ser essenciais para a produgdo e manutencdo da biodiversidade em florestas
tropicais (Smith et al. 1997; Schneider et al. 1999; Smith et al. 2001). Entretanto, a area de contato
entre floresta Amazonica e Cerrado, localizada nos estados do Maranhdo, Tocantins e Mato Grosso,
€ a zona de vegetagdo mais criticamente ameagada e negligenciada da Amazébnia (Fearnside &
Ferraz 1995). No estado do Mato Grosso, a regido de transicdo encontra-se sob forte pressdo de
desmatamento para fins agricolas e madeireiros e sua descaracterizagao ou completa devastagao é
iminente (lvanauskas 2002). A fragmentacdo da floresta tem multiplos efeitos sobre a biota
amazobnica, podendo alterar a diversidade e a composicdo das comunidades nos fragmentos e
mudar processos ecoldgicos como a polinizagao, a ciclagem de nutrientes e o estoque de carbono. A
floresta amazbnica é particularmente, vulneravel aos efeitos de borda. Dentre estes efeitos estéo o
aumento na taxa de mortalidade de arvores, o que causa alteragbes nos gradientes fisicos e na
abundancia das espécies nos fragmentos (Laurance & Vasconcelos 2009).

Seguindo a mesma vertente, no Cerrado os impactos da degradagdo em decorréncia das
atividades antrépicas tém sido ainda maiores. Dos originais dois milhdes de quildbmetros quadrados,
mais de 60% foram desmatados pela expansao da fronteira agricola. Nenhum outro bioma no mundo
tem sido destruido tdo rapidamente. Neste cenario, a maior rede de drenagem do Cerrado, a bacia
do rio Araguaia, vem sofrendo tremendo impacto e toda a regido do médio Araguaia apresenta
tendéncia a sedimentacao, implicando em desequilibrio e alteragbes geomorfoldgicas (Latrubesse et
al. 2009).

Estudos filogeograficos, além de importantes para interpretagao dos padrdes biogeograficos,
permitem a melhor compreensdo dos processos microevolutivos associados a diversificagao de
caracteristicas ecologicas, morfoldgicas e comportamentais (Avise 2009; Knowles 2009). Estudos
genéticos com espécies nao ameagadas geram conhecimentos a serem empregados na biologia da
conservacao. Informagbes empiricas reveladas por técnicas moleculares, interpretadas por meio de

ferramentas analiticas da genética de populagcdes e da sistematica, permitem estimativas de
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parametros que frequentemente sustentam implicagées de manejo, tais como niveis de diversidade
genética dentro de populagdes, magnitude do fluxo génico entre populagdes, relagoes filogenéticas
entre taxons, niveis de introgressao, entre outros aspectos relevantes (Avise 1996). Deste modo,
conhecimentos gerados através da sistematica molecular e da genética de populagdes, combinados
com analise de distribuicdes de espécies, variagédo fenotipica e histéria da paisagem, deveriam ser
utilizados para aperfeicoar as estratégias de conservagdo. E importante entender os processos
relacionados a formagéao da diversidade genética e a riqueza de espécies nas comunidades e como
o atual processo evolutivo esta mantendo a diversidade fenotipica (Erwin 1991). Considerando que
particularidades destes processos irdo diferir entre sistemas, é recomendavel elaborar estratégias de
conservacao que protejam tanto a diversidade genética atribuivel ao isolamento histérico como as
caracteristicas das paisagens que promoveram a diversidade fenotipica, através do balango entre o
fluxo génico e a selegdo, sendo essencial manter esses processos evolutivos. Tais estratégias de
conservagao, orientadas pelos processos de diversificagdo, sdo mais efetivas em um mundo em
transformacao do que aquelas que assumem uma distribuicdo estatica da diversidade (Bush 1996).

O presente estudo foi dividido em dois capitulos. No primeiro, a estrutura populacional de
Machaeropterus pyrocephalus, Lepidothrix nattereri e Ceratopipra rubrocapilla (Figura 1) foi
investigada, com o intuito de determinar o modelo de estrutura populacional apresentada por estas
espécies na regido de ecétono Amazédnia-Cerrado.

Ao se realizar as primeiras estimativas de variabilidade genética de Pipra fasciicauda (Figura
1), verificou-se que suas populac¢des se encontravam altamente diferenciadas e, portanto, deveriam
ser avaliadas de modo diferenciado, com o uso de outras ferramentas de analise, que permitissem
melhor investigar o nivel de diferenciagdo destas populagdes. Deste modo, no segundo capitulo, é
apresentada a andlise da variabilidade genética das populagbes de Pipra fasciicauda, buscando-se
verificar a existéncia de diferentes linhagens na regido. Neste capitulo, foi também averiguado o

papel do médio rio Araguaia na divergéncia genética das subpopulagdes desta espécie.
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Figura 1: Espécies- alvo investigadas no presente estudo. (a) Machaeropterus pyrocephalus; (b)
Pipra fasciicauda; (c) Ceratopipra rubrocapilla e (d) Lepidothrix nattereri (fotos da autora).
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CAPiTuLO 1: Estrutura Populacional de trés espécies de Pipridae na regiao de transicao

Cerrado — Amazoénia avaliada por meio do gene mitocondrial ND2

REsumoO: neste estudo investigou-se, por meio da analise de fragmentos do gene mitocondrial ND2
(subunidade 2 da NADH desidrogenase), a estrutura populacional de trés espécies de Pipridae
(Machaeropterus pyrocephalus, Lepidothrix nattereri e Ceratopipra rubrocapilla), na regido de contato
do bioma Amazénico com o bioma Cerrado, incluindo também, areas de Cerrado e de floresta
Amazobnica. A variabilidade genética, grau de isolamento, fluxo génico e distancia genética entre as
subpopulagbes destas espécies foram analisadas, bem como sua demografia histérica. A populagéo
de M. pyrocephalus apresentou-se fortemente subdividida entre a regido de transicao leste (alto rio
Xingu) e oeste (sub-bacia do rio Guaporé e Juruena) (®g = 4,32; p < 0,00), em decorréncia da
distancia que separa suas subpopulagées (cerca de 900 km) e exibiu uma estrutura populacional em
conformidade com o modelo de metapopulagdes, com baixas taxas de migragéo e isolamento pela
distancia. Entretanto, em diregdo as areas situadas na regido de Cerrado, foram estimadas maiores
taxas de migracdo, além de um maior compartilhamento dos haplétipos, que também ocorrem nas
regides de transicdo leste e oeste. A auséncia de haplétipos unicos e a presenga exclusiva de
haplétipos compartilhados entre as areas de Cerrado com as areas de transicdo dos extremos leste e
oeste do estado de Mato Grosso e Ronddnia, indica a relevancia das areas amazobnicas para a
diversidade genética das subpopulagdes de M. pyrocephalus, situadas no Cerrado. Moderada
estruturagdo genética foi evidenciada em L. nattereri (&g = 0,150; p = 0,07), que também exibiu
caracteristicas concordantes com o modelo de metapopulagbes. Em C. rubrocapilla ndo houve
subdivisdo entre as regides de transigado leste e oeste (g = 0,02; p = 0,74), em decorréncia da
combinacao entre as maiores taxas de migracdo e menor tamanho populacional efetivo (do que L.
nattereri). A organizagao espacial desta espécie, na regido de transicdo, apresentou-se em
conformidade com o modelo de populagdes em manchas, com taxas mais elevadas de migragéo
entre as subpopulagdes, formando um unico agrupamento genético. As diferencas quanto a estrutura
populacional destas aves devem ser consequéncia de suas particularidades ecoldgicas, relacionadas
a habilidade de dispersao.

Palavras-chave: Machaeropterus, Lepidothrix, Ceratopipra, ecétono Amazoénia - Cerrado, estrutura

espacial da populagao, dispersao.
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ABSTRACT: In this study we have used fragments of the mitochondrial gene ND2 (NADH
dehydrogenase subunit 2) to investigate the population structure of three Pipridae species
(Machaeropterus pyrocephalus, Lepidothrix nattereri and Ceratopipra rubrocapilla) in the contact
region between the Amazon and the Cerrado biomes, and in areas of the Cerrado and the Amazon
Forest. The genetic variability, degree of isolation, gene flow and genetic distance between the
subpopulations of these species were analyzed, as well as their historical demography. The
population of M. pyrocephalus is subdivided between the eastern transition zone (Upper Xingu River)
and western transition zone (sub-basins of the Guaporé and Juruena rivers) (®4 = 0,432; p < 0,00)
because of the distance that separates its subpopulations (about 900 km) and exhibited a population
structure in accordance with the metapopulations model, that is, it has a low rates of migration and
isolation by distance. However, in areas located in the Cerrado biome, there were higher migration
rates and higher levels of haplotypes sharing for M. pyrocephalus. Such haplotypes also occur in the
eastern and western transition zones. The absence of single haplotypes and the exclusive presence
of shared haplotypes between the Cerrado areas and the far eastern and western transitional areas in
Mato Grosso and Ronddnia demonstrate the relevance of Amazonian areas for the genetic diversity
of M. pyrocephalus subpopulations located in the Cerrado. For L. nattereri median genetic structure
was found (®g = 0,150; p = 0,07), which also showed features consistent with the metapopulation
model. For C. rubrocapilla, was not observed subdivision between the east and west regions of
transition (®s = 0,02; p = 0,74), due to the combination of the highest migration rates and lower
effective population size (than L. nattereri). The spatial organization of this specie, in the transition
zone, is in accordance with the model populations in patches, with higher migration rates among
subpopulations, forming a single genetic cluster. The differences in the population structure of these

birds must be due to their ecological characteristics, related to the dispersion capacity.

Keywords: Machaeropterus, Lepidothrix, Ceratopipra, Amazon-Cerrado Ecotone, spatial population

structure, dispersal.
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INTRODUGAO

Os Pipridae sdo, em sua maioria, pequenos passaros com dieta predominantemente
frugivora que habitam os ambientes florestais da regido Neotropical (Snow 2004). Esta familia se
destaca por apresentar um sistema de acasalamento em leques poliginicos, com displays de corte,
sons ndo vocais (“mecanicos’) e elaborada plumagem ornamental dos machos (Prum 1998).
Apresentam a maior diversidade na regido Amazbnica com mais da metade das espécies
encontradas no Brasil (ao norte do rio Negro e entre os rios Xingu e Purus) e entre os rios Madre de
Dios, na Bolivia e Marafnon, ao norte do Peru (Snow 2004).

Por ser um grupo com caracteristicas tdo notaveis, varios estudos tém sido realizados com
as espécies desta familia, investigando principalmente aspectos comportamentais (e.g. Bostwick
2000; Tello 2001; Castro-Astor et al. 2004), ecoldgicos (e.g. Ancides & Peterson 2006; Duraes et al.
2008; Loiselle et al. 2007) e evolutivos (e.g. Prum 1998; Duval 2007). Recentemente, maior énfase
tem sido dada as analises filogeograficas, buscando melhor compreender a estrutura de suas
populacbes, especialmente em funcao de barreiras fisicas ou de outros aspectos que venham
promover a redugéo do fluxo génico, causando divergéncias genéticas entre as populacdes e perda
de variabilidade (e.g. Cheviron et al. 2005; Francisco et al. 2007; Régo et al. 2010).

Estudos filogeograficos geralmente tratam de multiplas populagbes distribuidas em uma
determinada regi&o (Avise 2000). O comportamento da espécie e/ou a existéncia de barreiras fisicas,
na atualidade ou no passado, podem limitar ou impedir a dispersdo entre os individuos destas
populagdes. Especialmente em espécies com limitada vagilidade, as populagdes podem se tornar
parcialmente isoladas pela propria distancia que as separam (Moore et al. 2008). Dependendo da
permeabilidade da matriz podera haver trocas génicas entre as linhagens ou entdo, a supressao total
do intercdmbio génico, por um periodo substancial no tempo evolutivo (Mayer et al. 2009) As
andlises filogeograficas podem ser entéo utilizadas para inferir as forgas contemporaneas e histéricas
que produziram a atual arquitetura genealdgica das populagdes, auxiliando a elucidar os padrdes
historicos de dispersao das espécies. (Avise 2009).

Entender a conectividade entre as populagbes € um aspecto fundamental na ecologia de
populagdes (Wiens 1997) e essencial componente para o manejo de populagbes com o objetivo de

conservagao. Geneticistas tem se interessado por este assunto desde que Wright (1931) demonstrou
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que estimativas indiretas de Nm (numero efetivo de individuos movendo-se entre populagbes por
geracédo) poderiam gerar medidas de diferenciagcao genética entre populagdes (Paetkau et al. 2004).

Espécies em geral, ocorrem subdivididas em populagbes locais como consequéncia da
heterogeneidade espacial do habitat. Sua organizagdo espacial pode ser classificada em trés
modelos principais de estruturagdo populacional (Levins 1970). Estes modelos representam passos
de um continuum, aqui apresentados em ordem de decrescente conectividade: (i) populagbes em
manchas (populagdes distribuidas em manchas de habitat demograficamente reunidas); (ii)
metapopulacdo e (i) populagbes isoladas. Outras formas de organizacdao espacial das
subpopulagdes (continente—ilha e fonte-vazao) sdo muito similares entre si e apresentam um cenario
exibido pelas populagdes em manchas e metapopulagdes (Mayer et al. 2009). Por exemplo, sistema
fonte-vazao pode ocorrer tanto como metapopulagées ou como populagdes em manchas. Elaborar
predigbes especificas para distinguir a estrutura de uma populagéo fonte-vazdo de uma estrutura de
metapopulagdo ou de uma populagdo em manchas é dificil (se ndo impossivel) (Mayer et al. op.cit.).

De acordo com o primeiro modelo, as subpopulagbes sdo consideradas parte de uma
populagdo em manchas (Harrison 1991). As subpopulagdes sdo bem conectadas pela dispersao e
representam uma unica populagdo com pouco potencial para extingdo local. O segundo modelo
propde que subpopulagbes sdo organizadas como uma metapopulagdo, aqui definida como
subpopulagdes reprodutivas, suportadas em uma colecdo de manchas de habitat parcialmente
isoladas, com possibilidade de ocorréncia de extingdo e recolonizagédo. Devido a recolonizagédo de
subpopulagdes extintas, geralmente a metapopulagdo como um todo, persiste muito mais do que
cada uma das subpopulagées locais (Levins 1970). No terceiro modelo, as subpopulagdes estdo
isoladas uma das outras, isto &, estdo separadas em pequenas populagdes. “Subpopula¢des” podem
representar fragmentos de uma populagdo que era continua antigamente no passado. Uma vez
extintos, os fragmentos ndo podem ser recolonizados (Frankham et al. 2002) .

Os trés modelos de estrutura populacional tem predicbes contrastantes com relagao a
dispersdo e padroes de fluxo génico e a distribuicdo da variagdo genética dentro e entre
subpopulagdes locais (Mayer et al. 2009): (i) o modelo de populagées em manchas prevé alta taxa de
dispersdo entre todas as subpopulagdes e consequentemente, uma substancial migracdo. Desde
que o risco de extingdo é baixo, espera-se que ndo ocorra extingdo ou recolonizacdo das

subpopulagbes. Adicionalmente, ndo devera ocorrer uma significativa diferenciagcdo genética entre
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subpopulagdes, em decorréncia da alta taxa de fluxo génico que ira evitar qualquer estruturagéo
genética (Harrison 1991). Neste caso, os individuos de uma populagao distribuida em manchas
formam um unico agrupamento genético; (i) O modelo de metapopulagao prevé que a dispersao seja
restrita e, portanto, a maior parte dela devera ocorrer entre as subpopulagées vizinhas. Deste modo,
a migracao dentro da metapopulagdo é baixa. Este modelo prediz a ocorréncia de extingdes e
recolonizagbes das subpopulagdes (Hanski 1999). Todas as subpopulagdes tem uma substancial
probabilidade de extingdo, mas manchas que sofrem eventos de extingdo local sédo recolonizadas por
individuos provenientes de outras subpopulagdes. O fluxo génico entre as populagbes mais
afastadas é baixo, consequentemente, estas sdo significativamente diferenciadas quanto a sua
estrutura. Desde que o intercdmbio de individuos ocorra principalmente entre subpopulagbes
vizinhas, a diferenciacdo genética é explicada pelo isolamento por distdncia. Numa metapopulagao
espera-se haver mais de um agrupamento genético; (iii) O modelo de populagdes isoladas prediz que
nenhuma dispersdo ocorre entre as “subpopulagdes” e consequentemente, ndo ha migragéo.
Populagdes isoladas podem ser extintas, porém nao serao recolonizadas. Devido ao seu isolamento,
as populagbes sdo altamente diferenciadas umas das outras. Desde que estas evoluam
independentemente, devido ao completo isolamento, diferengas genéticas entre as “subpopulagdes”
ndo estdo relacionadas com a distdncia geografica (Hutchison & Templeton 1999). Como
consequéncia do completo isolamento, o nimero de agrupamentos genéticos tendera corresponder
ao numero de “subpopulagbes”, dependendo do tempo de isolamento e das forcas evolutivas
atuantes.

Aves neotropicais que habitam o sub-bosque da floresta sdo assumidas como muito mais
sedentarias do que as espécies das regides temperadas (Bates 2000; Brown et al. 2004), o que
poderia levar a uma grande diferenciacdo genética entre as populagdes. Francisco et al. (2007)
ressaltaram a importancia do comportamento social dos Pipridae na estrutura genética destas aves.
Como os leques permanecem no mesmo local por um longo periodo de tempo, espera-se que a
dispersdo dos machos seja limitada, embora as fémeas (que se presume visitar diferentes leques)
poderiam se dispersar mais amplamente. Estas caracteristicas, combinadas com a reduzida
dispersdo das aves de sub-bosque, sdo aspectos que exercem impacto significativo na estrutura

populacional dos Pipridae.
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Considerando-se tais caracteristicas, este estudo investigou a estrutura populacional de trés
espécies de Pipridae (Machaeropterus pyrocephalus, Lepidothrix nattereri e Ceratopipra rubrocapilla)
utilizando-se fragmentos do gene mitocondrial ND2 (subunidade 2 da NADH desidrogenase), na
regido de contato do bioma Amazénico com o bioma Cerrado, incluindo também, areas de Cerrado e
de floresta Amazénica, com o intuito de determinar o modelo de estrutura genética das populagdes
destas espécies. Para tanto, a variabilidade genética, grau de isolamento, fluxo génico e distancia
genética entre as subpopulagbes destas espécies foram analisados, bem como sua demografia
historica.

Espera-se encontrar diferenciagdo genética entre as populagdes das distintas regides de
transigdo analisadas (separadas, aproximadamente, por 900 km de distancia, nos extremos leste e
oeste do estado de Mato Grosso). Entre estas regides, ndo ha qualquer grande barreira que possa
reduzir ou eliminar o fluxo génico. Tal resultado seria decorréncia das baixas taxas de migragao dos
individuos dispersores, como consequéncia da menor vagilidade de aves de pequeno porte (Lees &
Peres 2009; Yabe et al. 2010), da alta fidelidade ao leque (Hoglund & Shorey 2003; Borgella & Gavin
2005) e de um aumento potencial na mortalidade durante os eventos de disperséo (Johnson &
Gaines 1990; Brooker et al. 1999; Warren & Baines 2002). Embora as caracteristicas citadas acima
apontem para um comportamento mais sedentario, as espécies aqui analisadas sao aves frugivoras-
insetivoras e espécies que incluem frutos em sua dieta tendem a apresentar maior vagilidade (Moore
et al. 2008). Deste modo, este estudo testou a hipétese de que as populagdes de Pipridae, das
espécies consideradas, apresentariam caracteristicas genéticas que Ihes permitiiam categoriza-las

no modelo de metapopulagdes (conforme as predigdes assumidas por Mayer et al. 2009).

OBJETIVO GERAL
Determinar o modelo de estrutura populacional de Machaeropterus pyrocephalus, Lepidothrix

nattereri e Ceratopipra rubrocapilla.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Estimar a variabilidade genética, grau de isolamento, fluxo génico e diferenciagcao genética
entre as subpopulagdes das trés espécies de Pipridae consideradas;

b) Analisar a demografia histérica destas espécies.
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MATERIAL E METODOS

ESPECIES - ALVO
e Machaeropterus pyrocephalus (P.L. Sclater, 1852) - Uirapuru-cigarra

Espécie de pequeno porte (8-9 cm de comprimento; peso 9,8g) estritamente florestal que
habita o estrato alto das florestas tropicais ou subtropicais Umidas de baixa altitude. Alimenta-se de
pequenos frutos, principalmente melastomataceas, e de pequenos insetos. Os machos apresentam
rémiges secundarias altamente reforcadas e retorcidas que produzem sons mecanicos. Nestas
penas, ostenta uma série de manchas em forma de olhos, que se destacam sobre um campo
cinzento-claro convexo, sendo exibidas durante os cortejos nupciais. Sua vocalizagdo metalica é
semelhante a um zumbido de uma cigarra ou de um gafanhoto. A distribuicdo desta espécie abrange
Brasil, Peru, Bolivia e Venezuela. No Brasil, ocorre do estado de Amazonas ao de Mato Grosso (até
o rio das Mortes) e Goias (até o rio das Almas) e nos estados de Amapa, Rondbnia, Roraima, Para,
Maranh&o e Tocantins. Duas subespécies sao reconhecidas: M. p. pallidiceps (J. T. Zimmer, 1936,)
que ocorre no sul da Venezuela e extremo norte do Brasil (norte de Roraima) e M.
p. pyrocephalus (P. L. Sclater, 1852) que se distribui no leste do Peru (amplamente disperso), norte
da Bolivia e Amazénia Brasileira (principalmente no sul e leste até o sul do Amapa) e também no

estado de Goias (Snow 2004).

Lepidothrix nattereri (P.L. Sclater, 1865) — Uirapuru-de-chapéu-branco

Pequena espécie (macho com 8,5 cm de comprimento e peso de 8 g e fémea com 9,2 cm de
comprimento e peso de 8,8 g) que habita a floresta Umida, principalmente de terra firme até 500 m de
altitude. Macho ¢é verde dorsalmente com um contrastante boné branco, coloragdo também presente
no dorso e coberteiras superiores da cauda. Alimenta-se de pequenos insetos e provavelmente de
pequenos frutos. Duas subespécies s&o reconhecidas L. n. nattereri (P. L. Sclater, 1865) que ocorre
no Brasil central e sul da Amazonia (do rio Madeira até o sul de Calama, Rondénia, e leste do rio
Tapajos e seus afluentes) e L. n. gracilis (Hellmayr, 1903) que ocorre do sul ao extremo nordeste da
Bolivia (Santa Cruz) e do alto rio Madeira até o leste do alto rio Xingu no estado de Mato Grosso

(Snow 2004).

Ceratopipra rubrocapilla (Temminck, 1821) — Cabega-encarnada
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Macho é preto brilhante com a cabega vermelha e mede 10 cm de comprimento, pesando de
11 a 14g e a fémea de 12 a 17g. Habita os estratos baixo e médio das florestas Umidas e da
vegetacao secundaria, até 500 m de altitude. Alimenta-se de frutos e insetos arrebatados em voo.
Reproduz-se de setembro a abril. Macho realiza um complexo display em leque juntamente com
outros machos. No Brasil, ocorre em toda a Amazénia (sul do rio Amazonas), de leste a norte do
Maranh&o, Rondbnia e Mato Grosso. Sua distribuicdo abrange também o norte da Bolivia e o leste
do Peru. Hd uma populagéo disjunta ocorrendo na costa de Pernambuco a sul do Rio de Janeiro

(Snow 2004).

AREA DE ESTUDO

Ecétono Amazénia - Cerrado

A Bacia do Araguaia separa-se da Bacia do Xingu por uma distancia média de 150 km,
sendo a Serra do Roncador o divisor de aguas entre elas (Eiten 1975). Assim, a regido
compreendida pela bacia dos altos cursos dos rios formadores do Xingu, representaria uma zona de
transicéo entre a Amazénia e o Cerrado do Planalto Central. A medida que a floresta amazénica vai
avangando para o sul, sua fisionomia também vai se modificando, em fungéo do clima estacional. Ja
no contato com o Cerrado da regidao Centro-Oeste, 0 seu aspecto seria o de uma "mata seca", pois
assume um carater francamente semideciduo, no periodo mais intenso da estiagem, e reduz-se as
matas de galeria, vivendo a custa da umidade dos fundos dos vales estreitos junto aos cursos d'agua
como uma verdadeira intrusa no dominio das formagdes campestres ou savanicas (Soares 1953).

O clima da regiao é classificado como Tropical Chuvoso de Savana (Aw) pelo sistema de
Koéppen (Vianello & Alves 1991). Dados climaticos para os municipios de Porto dos Gaduchos,
Gaucha do Norte e Nova Xavantina obtidos por Ivanauskas et al. (2008) entre os anos de 1998 e
2000 indicaram que a temperatura média anual (25,7 £ 1,7 °C) é praticamente constante e mantém-
se sempre superior a 18°C, caracterizando um clima quente (Nimer 1977), sendo as temperaturas
mais elevadas registradas na primavera, pouco antes do inicio da estagdo chuvosa. A precipitagao é
caracteristicamente tropical (Nimer 1977), ja que mais de 70% ocorre durante o veréo (dezembro a
margo), sendo o periodo seco (sensu Walter 1986) compreendido entre o final de maio e inicio de

novembro. Portanto, a regidao do Alto Xingu apresenta um clima estacional, que ndo € umido o
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suficiente para sustentar uma floresta ombrdfila, mas também nado sofre 0 mesmo grau de estresse
hidrico das florestas estacionais semideciduais, o que resulta numa flora distinta de ambas as
formagdes (lvanauskas et al. 2008). Deste modo, a borda sul da provincia amazdnica, nesta regiao,
apresenta uma composicao floristica prépria, sendo classificada na categoria de Floresta Estacional
Perenifdlia (lvanauskas et al. 2008). Essa formagao apresenta alta similaridade floristica com as
Florestas de Galeria do Planalto Central e também com as florestas de interflivio da Bacia do
Araguaia, consideradas monodominantes devido ao elevado destaque de Brosimum rubescens
Taub. na estrutura da comunidade. A presenca marcante desta espécie, que € endémica da bacia
amazobnica, revela uma ligagao floristica com a Floresta Ombrdfila, apesar do clima estacional,
situando-as na condigcéo de florestas de transicdo (Ilvanauskas et al.2008).

Os solos da Bacia do rio Xingu sao caracterizados pela baixa disponibilidade de nutrientes e
elevada toxidez por aluminio. Nas areas de interflivio, predomina o Latossolo Vermelho-Amarelo de
textura média, com solos profundos e de melhor drenagem. O Neossolo Flivico de textura argilosa
esta presente nas varzeas e, apesar da maior quantidade de potassio, possui problemas de
drenagem e teores de aluminio mais altos (EMBRAPA 1999).

Nos municipios de Canarana e Ribeirdo Cascalheira - estado de Mato Grosso, a regido de
ecotono apresenta faixas de cerraddo distrofico com Hirtella glandulosa, Emmotum nitens,
Sclerolobium paniculatum e Vochysia haenkeana, tipicas espécies indicadoras. Essa regido
caracteriza-se por uma transicao abrupta de Cerrado para Floresta Amazdnica, com espécies que
variam em suas afinidades floristicas, ocorrendo desde Qualea grandiflora, a éarvore mais
amplamente distribuida em area core do Cerrado, até espécies Amazodnicas, como Tetragastris
altissima e Xylopia amazonica, juntamente com generalistas de ampla distribuicdo em floresta e
cerradao, como Tapirira guianensis, Amaioua guianensis e Chaetocarpus echinocarpus (Marimon et
al. 2006). O solo predominante nesta regido € o Latossolo Vermelho-Amarelo com textura argilo-
arenosa e, em menor extensao, Neossolo Quartzarénico distréfico (EMBRAPA 1999).

O municipio de Comodoro (MT) situa-se nas sub- bacias do Guaporé e Juruena em uma area
de tensdo ecoldgica, com predominio de Floresta Ombrdéfila com arvores até 30 m e Savana
Florestada (Cerraddo) com arvores até 12 m, com estratos herbaceos, arbustivos e arboreos. O clima

desta regiao é tropical continental sendo quente, umido, a temperatura média anual de 23 °C e maior

maxima 36 °C. A precipitagdo média anual chega a 2.000 mm (Amaral & Fonzar 1982). O municipio
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de Chupinguaia (RO) situa-se também em uma area de tensdo ecoldgica, com predominio de
Floresta Ombrdfila com arvores até 25 m, Floresta Estacional semidecidual com representantes de
até 20 m e Savana Florestada (Cerradao) com arvores até 15 m, com estratos herbaceos, arbustivos
e arboreos. O clima desta regido é equatorial Am | (clima Tropical Chuvoso de Mongdo —
caracterizado por apresentar breve estacao seca e chuvas intensas durante o resto do ano (Ayoade
1996)), sendo quente e umido, com curta estacdo de seca, a temperatura média anual de 23°C. A
precipitacdo anuais variam de 1.800 a 2.400 mm (Barros-Silva 1978). Na regido de Jauru, o clima é
quente, com quatro a cinco meses secos, apresentando temperatura média anual em torno de 25°C
(Nimer 1979). A precipitagdo média na regido é de 1400 mm (Bordini 2007) e as chuvas
concentradas de outubro a margo (estagdo chuvosa). A vegetagao caracteriza-se como uma Savana
Arbdrea Aberta, com floresta de galeria. Sua estrutura € composta por arvores e arvoretas tortuosas
e na maioria das espécies o cortex € bastante suberoso, espesso e sulcado. O estrato inferior &
constituido por gramineas associadas a outras herbaceas, subarbustos e arbustos. No Mato Grosso,
a espécie arborea caracteristica, dominante neste tipo de formagéo é a Qualea grandiflora (Amaral &
Fonzar 1982).

O estado de Mato Grosso apresenta extensas porgdes cobertas por areas de tensao
ecoldgica, principalmente entre os paralelos 10°S e 15°S (Marimon 2005). Na regido de Jauru ocorre

o contato Savana/ floresta estacional, caracterizando-se como savana (RADAMBRASIL 1982).

Rio Xingu

O rio Xingu possui uma extensao de 1.500 km, desde suas nascentes no Planalto Central
Brasileiro até sua foz no rio Amazonas, e drena uma area de 540.000 km? (Miranda et al., 1988).
Nasce a oeste da Serra do Roncador e ao norte da Serra Azul, no leste do Mato Grosso e corre na
direcao sul-norte, paralelo aos rios Tapajos e Tocantins. Apds percorrer pouco mais de 2.000 km
desagua ao sul da ilha de Gurupa (Para), na margem direita do Amazonas, do qual € um dos
maiores afluentes. Na regido do médio e baixo rio Xingu a vegetagdo predominante é floresta
ombrdfila densa que apresenta um dossel compacto e situado entre 30 e 35m de altura (Salomé&o et

al. 2007).
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Localidades amostradas

Amostras das trés espécies de Pipridae foram oriundas de sete localidades da transicao
Amazobnia - Cerrado, no leste do estado de Mato Grosso, compreendendo quatro municipios (Bom
Jesus do Araguaia, Queréncia, Sdo José do Xingu, Ribeirdo Cascalheira). Com excegdo do
municipio de S&do José do Xingu, com apenas um ponto amostral, nos demais foram estabelecidos
dois pontos amostrais. Estes pontos foram nomeados da seguinte forma e localizagao: F1 (municipio
de Sao José do Xingu); F2 e F3 (municipio de Queréncia); T2 e C2 (municipio de Bom Jesus do
Araguaia); C3 e T3 (municipio de Ribeirao Cascalheira). As abreviagbes F, T e C referem-se a maior
proximidade do ponto amostral em relagéo a floresta do rio Xingu, sendo F = floresta; T = transigéo e
C = Cerrado (Figura 1). Todos os pontos foram georreferenciados com o uso de GPS eTrex H
Garmin.

Também foram analisadas amostras provenientes de outras cinco localidades: na regido de
eco6tono (nos municipios de Comodoro - MT e de Chupinguia- RO); em area de floresta Amazonica
no Para (no municipio de Altamira) e em area de Cerrado (nos municipios de Jauru - MT e Primavera
do Leste - MT). Estas amostras foram obtidas da colegdo ornitolégica da Universidade Federal de
Mato Grosso - UFMT (59 amostras de tecido).

As localidades que integram a area de estudo foram consideradas em cinco regides: Regido
1: floresta de transicéo oeste (Chupinguaia e Comodoro); Regido 2: cerrado oeste (Jauru); Regiéo 3:
cerrado leste (Primavera do Leste); Regido 4: floresta de transicdo leste (Sdo José do Xingu,
Queréncia, Bom Jesus do Araguaia e Ribeirdo Cascalheira) e Regido 5: Floresta Amazonica

(Altamira) (Figura 1).

COLETA DE AMOSTRAS EM CAMPO

Exemplares das trés espécies de Pipridae foram capturados em matas de galeria ou ciliares
com o uso redes de neblina de tamanhos variaveis (7 a 12m de comprimento; 2,00 a 2,50 m de
altura; malha 16 mm), para coleta de amostras de sangue. Para a captura de M. pyrocephalus fez-se
necessaria a utilizacdo de playback para a atragdo dos individuos dos estratos médio e alto da
floresta para a area das redes. O sexo (macho, fémea ou indeterminado) de cada individuo foi
registrado. Dos exemplares adultos foram obtidas amostras de 0,1 ml de sangue (preservadas em

etanol absoluto), a partir da veia braquial de cada espécime, utilizando-se agulha de insulina e tubo
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capilar. Como cada localidade foi amostrada apenas uma unica vez, ndo se fez necessaria a
utilizagdo de anilhas e os espécimes foram marcados com um pequeno corte (cerca de 5 mm), na
extremidade da rémige primaria esquerda mais externa, para evitar uma possivel repeticdo da coleta
de sangue de individuos recapturados. Apoés a realizagdo destes procedimentos a ave foi fotografada

e liberada no mesmo local da captura.



‘BIEd © BIUQPUOY ‘0SS0IS) OJB|\ 8P OpeIse op 8)sa0 8 (nBuily ol oye) 8)s8| oelbal eu sopenyis sieljsolue sojuod sop oedezieoo| B Wod opnise ap eale ep edey | einbi4

w 000T 00S 0

[euejlied
opeus) []
euozewy [l
Ellay|edseD odlsqy - €1 o
elenbely op snsaf wog -7, e
2)597 Op BIBARWLY  »

nnef «
epualend - g4 v

epuRIsnd - z4
nbup op 2sof 0BS - T4 v
0IOpoWwo) o
eenbuidny)  «
eljay|ease) ogliaqly - £ »
ejenBesy op snsa[ wog - 7))
enwey|y

T

Ou0'EELECS

3°39'47.89"S




SEQUENCIAMENTO E ALINHAMENTO DO DNA MITOCONDRIAL

Foi sequenciado o gene mitocondrial ND2 (subunidade 2 da NADH desidrogenase),
codificador de proteina, obtido de 70 amostras de sangue dos individuos capturados em sete pontos
amostrais e das 59 amostras de tecido provenientes da UFMT. Primeiramente, o DNA gendmico foi
extraido por meio do protocolo de fenol-cloroférmio- alcool-isoamilico (Sambrook et al. 1989). A
visualizagdo do DNA total extraido foi realizada através da técnica de eletroforese em gel de agarose
a 2%. Para amplificagcdo do gene ND2 (1041pb) foram empregados os seguintes pares de primers
L5215 (5-TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT- 3') (Helm-Bychowski & Cracraft 1993) e H5578 (5'-
CCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGA — 3’) (Hackett 1996). Para amplificacdo de fragmentos
menores (560pb), foram utilizados os seguintes os  primers L5758 (5-
GGNGGNTGRRBHGGNYTDAAYCARAC-3) (Johnson & Sorenson 1998) e H 5766 (5-
DGADGARAADGCYARRAYYTTDCG - 3’) (Johnson & Sorenson 1998). Estes foram associados com
os primers L5215 e H5578 formando os seguintes pares: L5215/ H 5766 e L5758/H5578.

Todas as reagdes em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas em volume final de 20
ML, consistindo de: 2 uL amostra de DNA (~50ng), 1 uL de cada primer (10pMol), 10 pyL de goTaq
Dna Polimerase (Invitrogen Life Technologies) e 6 yL de H,O deionizada estéril. Foi empregado o
termociclador Applied Biosystems nas seguintes condigoes: fase inicial de denaturacao de 2 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50° e 2 min a 72°C com extens&o final de 5 min a
72°C. Apos a realizagédo da PCR, o tamanho correto do fragmento e a presenga de um Unico produto
de amplificacao foram confirmados via eletroforese em gel de agarose 2%.

O produto resultante da PCR foi tratado por meio do protocolo de purificagdo com
Polietilenoglicol (PEG) a 20% e o processo de sequenciamento realizado pela companhia de
biotecnologia Macrogen Inc. Os arquivos resultantes do sequenciamento foram transferidos para o
programa Geneious R 8.0.4 para alinhamento das sequéncias (empregando-se o algoritmo Clustal-
W) (Thompson et al. 1994), realizando-se inspegéo visual do alinhamento e possivel corregéo de
insercoes e delecoes, se observadas.

Para investigar se os fragmentos de DNA nao incluiram pseudogenes de origem nuclear, foi
verificado se todos os cddons correspondiam aos aminoacidos esperados e que nenhum cédon de
parada ocorresse dentro do frame de leitura. O programa Data Analyses and Molecular Biology and

Evolution — DAMBE (Xia 2013) foi utilizado para avaliar a evidéncia de saturacéo de bases.
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ANALISE DOS DADOS

Estimativas de variabilidade e Estrutura populacional

Utilizando-se a matriz de sequéncias alinhadas foram estimados os seguintes parametros de
variabilidade utilizando-se o programa DNAsp (Rozas et al. 2003): numero de haplétipos (H);
diversidade haplotipica (Hd: probabilidade que dois haplétipos escolhidos aleatoriamente sejam
diferentes em uma amostra) (Hd = 1 - =f7, onde f é a frequéncia do /" haplétipo; Nei 1987) e
diversidade nucleotidica (rr: nUumero médio de diferencas nucleotidicas por local entre as sequéncias)

(Tr = Xffp; onde p; é a divergéncia de sequéncia entre o "

eo fh haplétipos; Nei 1987). As
comparagbes dos valores da diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (r), entre as
subpopulagdes de diferentes localidades, foram realizadas empregando-se o teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis, com posterior comparagao dos tratamentos realizada pelo método de student-
Newman-Keuls (sNK).

A andlise de varidncia molecular - AMOVA (Analysis of Molecular Variance) foi realiza para
verificar a variagdo genética inter e intra populacional. Empregou-se a analise hierarquica para
estimar os analogos indices de fixagdo Fg (Pst), Fot (Pet) € Fsc (Psc) que avaliam, respectivamente, a
proporgdo de variagdo entre os grupos, entre as populagdes de diferentes grupos e entre as
populagdes dentro dos grupos (Excoffier et al. 1992). As diferengas genéticas entre as populagdes,
obtidas pelos valores de ®g, foram classificados de acordo com Wright (1978) para o indice de
fixacdo Fg: pequena diferenciagdo (0 a 0,05); moderada diferenciagédo (0,05 a 0,15); grande
diferenciacao (0,15 a 0,25) e muito grande variagao (acima de 0,25) (Hartl & Clarck 2010).

O grau de diferenciagao entre as subpopulagdes foi também avaliado pela estimativa dos
indices de fixagao Fg par-a-par e sua significancia (p < 0,05) testada por meio de permutagdes dos
haplétipos (1023 permutagdes) entre as subpopulagdes, considerando como valor de significancia (p)
as proporgdes de permutacdes que tém um valor de Fg maior ou igual ao observado. Nesta andlise
possivel se obter valores negativos de F (Excoffier et al. 1992).

Também foram estimados os valores de distancia genética par-a-par, sendo utilizados os
valores corrigidos, calculados através da seguinte funcdo: pAB = pAB-(pA+pB)/2, onde pAB ¢é a
media da divergéncia das sequéncias entre as populagdes A e B, e pA e pB sdo as médias de

divergéncia das sequéncias dentro das populagdes A e B (Avise & Walker 1998). Empregou-se o
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programa Arlequim 3.5.1.2. (Excoffier & Lischer 2010) para realizacdo destas analises, bem como a
analise de variancia molecular — AMOVA.

Para a analise de Fg par-a-par e distancia genética par-a-par L. nattereri, os dados das
localidades da regido de transicdo leste foram agrupados, devido ao pequeno tamanho amostral. O
mesmo foi feito para C. rubrocapilla, mas somente para trés localidades (F3, T3 e C3), separadas por
até 30 km de distancia.

A partir da matriz de sequéncias foram obtidas redes de haplétipos, utilizando-se o método
de median-joining com posterior analise de maxima parciménia, por meio do programa Network

4.2.0.1 (http://www.fluxus-technology.com; Polzin & Daneschmand 2003).

Com intuito de avaliar se ha isolamento pela distancia entre as populagdes, foi realizado o
Teste de Mantel, que analisa a correlagdo entre distancia genética e distancia geografica. Este
procedimento foi realizado com o uso do programa Fstat 2.9.3. (Goudet 1995).

Para estimar o numero de migrantes por geragao (Ne;;) entre as regides de transigao leste e
oeste e entre estas regides e as areas de cerrado (neste caso somente para M. pyrocephalus)
utilizou-se uma analise de coalescéncia, implementada no programa Migrate 3.2.1 (Beerli &
Felsenstein 2001). Os parametros 6 (Ney) e M (m/u), onde p é a taxa de mutagdo e m a taxa de
migracao) foram obtidos por meio da opgéo de inferéncia bayesiana e empregando-se o modelo
completo (full model). Os valores iniciais do tamanho populacional efetivo e fluxo génico foram
estimados a partir do valor de ®g. Considerou-se uma taxa de erro de sequenciamento de 0,01.
Cada corrida foi composta de 200 cadeias curtas e uma cadeia longa com um milhdo de passos e
burn-in (nimero de arvores descartadas por cadeia) de 50.000. Empregou-se o esquema de
aquecimento estatico com quatro cadeias de diferentes temperaturas (1,0; 1,5; 3,0 e 100.000,0)
(Beerli & Palczewski 2010). A analise foi realizada cinco vezes para cada espécie, empregando-se
diferentes nimeros de sementes, gerados de forma randémica. Foi obtida a média dos resultados
das analises, bem como o intervalo de confianga de 95% para o parametro M (M é a taxa de
migracdo dimensionada pela taxa de mutagdo; M = m/uy, que representa a importancia da
variabilidade trazida para uma populagéo pela migragdo comparada com a variabilidade criada pela
mutacéo) e N, Para obter o valor de N, (nUmero de migrantes por geragdo), 8 (6 = Ng,) foi

multiplicado por M (M= m/u) (Beerli & Felsenstein 2012).
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Com o objetivo de avaliar o efeito do tamanho efetivo populacional no nivel de estruturagao
genética das diferentes espécies, o valor de N, foi obtido por meio da seguinte expressao N, = 6/4 u
(Beerli & Felsenstein 2012), utilizando-se a taxa de mutacdo de 4% por sitio por milhdes de anos(2, 0
X 10°® substituicdes por sitio por linhagem por ano), estimada para o gene ND2 em Nesomimus

(familia Mimidae) (Arbogast et al. 2006).

Estimativas de mudancgas demograficas

Para determinar os tragos genéticos causados por possiveis mudangas demograficas
histéricas nas populagdes, tais como rapidas expansdes populacionais ou efeito gargalo
(bottlenecks), foram estimados os indices de neutralidade D (Tajima1989), Fs (Fu 1997) e R, (Ramos-
Onsins & Rozas 2002). O teste D'Tajima usa a média de diferengas par-a-par e o nimero de sitios
segregantes e testa a hipotese de todas as mutagcées serem neutras. Valores negativos (D< 0)
também podem ser interpretados como indicativo de populagdes que experimentaram mudancgas de
tamanho D (Tajima 1989). O teste de Fs (Fu, 1997) que se baseia na comparagdo entre um valor de
0 (0 = 4Np onde N é o tamanho efetivo populacional e p é a taxa de mutagdo por sequéncia por
geracgdo), estimado a partir do numero de haplétipos (6H), e a partir da média de diferencas
nucleotidicas entre duas sequéncias (61r). Valores de F; significativos e negativos (p<0,01) s&o
gerados pelo excesso de mutagdes, o que caracteriza um sinal de expansao populacional.

A estatistica R, é definida por meio da seguinte expressao (Ramos-Onsins & Rozas 2000):

Onde n € o tamanho da amostra, S é o numero total sitios segregantes, K o niumero médio
de diferengas nucleotidicas entre duas sequéncias e U, o nimero de mutagdes na sequéncia i. A
l6gica desse teste € que o numero esperado de mutagdes Unicas, em um ramo da genealogia
(depois de um recente e severo evento de crescimento populacional), € K/2; consequentemente,
baixos valores de R, s&o esperados diante deste cenario demografico (P é a probabilidade de se
obter valores de R, simulado < R, observado, baseado em 1.000 simulagdes de coalescéncia. Neste
caso, a hipotese nula é que o tamanho populacional seja constante).

Os autores sugerem utilizar a estatistica R, para pequenos tamanhos amostrais (devido a

maior robustez do teste nesta condigéo) e Fu’s Fs para grandes tamanhos amostrais e alertam para
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possiveis discrepancias entre estes testes, devido as estatisticas R, e Fu's Fs usarem diferentes
tipos de informagéo (Ramos-Onsins & Rozas 2000).

Foram Também calculadas as curvas de Mismatch distributions (Rogers 1995). O programa
DNAsp (Rozas et al. 2003) foi utilizado para realizagéo destas estimativas.

Na curva de Mismatch distribution, a frequéncia de pares de individuos de uma populagéao,
que diferem por um dado nimero de substituigbes nucleotidicas, sdo escolhidos randomicamente e
as frequéncias esperadas sob um modelo de rapida expansao demografica é entdo calculado. Estas
frequéncias esperadas sdo sobrepostas as frequéncias observadas e a significancia da diferenca
entre os valores observados e esperados € dada pela soma dos desvios dos quadrados (SSD) (P é a
probabilidade de se obter valores de SSD simulados = SSD observados, baseado em 1.000
simulacdes de coalescéncia). Uma curva apresentando um padrao do tipo Smooth Poisson mismatch
caracteriza rapida expansdo demografica e o indice Raggedness (R) (Harpending 1994) é usado
para medir a suavidade (smoothness) da distribuicdo observada. Baixos indices s&o indicativos de
rapida expanséo demografica. P (R) € a probabilidade de se observar uma distribuicdo com os mais
altos valores do indice raggedness, baseado em 1.000 simulagbes de coalescéncia (probabilidade de
se obter valores de R simulado = R observado). Estas analises foram realizadas o uso do programa

Arlequim 3.5.1.2. (Excoffier & Lischer 2010).

RESULTADOS

Estimativas de variabilidade e estrutura populacional

Um total de 1041pb do gene ND2 foi analisado para os individuos das trés espécies
estudadas. Para M. pyrocephalus (n= 63), 977 sitios homdlogos (informativos), sem nenhum missing
data, compuseram a matriz de sequéncias alinhadas. Destes, 15 sitios foram variaveis, sendo nove
parcimoniosamente informativos. Para L. nattereri (n = 35), dos 858pb informativos, 19 foram
variaveis e destes, 13 sitios foram informativos para parciménia. Finalmente, para C. rubrocapilla (n =
31), foram obtidos fragmentos contendo 929 sitios informativos, com 23 sitios variaveis e nove sitios

parcimoniosamente informativos.
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A composigao de bases dos fragmentos das espécies estudadas apresentaram as seguintes
frequéncias: M. pyrocephalus (A = 0,319; C =0,319; G = 0,089; T = 0,272); L. nattereri (A = 0,300; C
=0,308; G = 0,109; T = 0,283) e C. rubrocapilla (A = 0,310; C =0,310; G = 0,09; T = 0,285).

Na Tabela 1, estdo apresentados os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica das
trés espécies de Pipridae, bem como as localidades de onde foram provindas as amostras de cada
uma das espécies estudadas. Nota-se que em M. pyrocephalus, embora tenha sido amostrado um
maior numero de individuos (n = 63), encontrou-se a menor diversidade haplotipica (H = 11; Hd =
0,80+0,3) sendo esta, significativamente inferior as demais espécies (H = 8,07; p < 0,02). Os
menores valores foram detectados em Chupinguaia e Jauru, localidades situadas na transigao oeste,
seguido por Bom Jesus do Araguaia (ponto C2), situada na transigéo leste. Destacam-se, quanto a
maior diversidade haplotipica, as localidades de S&o José do Xingu (F1), Queréncia (F2) e Bom
Jesus do Araguaia (T2), areas posicionadas mais ao norte da regido de transicéo leste e de maior
proximidade com a floresta do rio Xingu e também a localidade de Primavera do Leste (Cerrado
leste).

Foi também observada menor diversidade nucleotidica (Tr = 2,19+0,23) para esta espécie em
relacdo as demais (H = 10,13; p < 0,02), obtendo-se na localidade de Bom Jesus do Araguaia (C2) o
menor valor deste parametro (1 = 0,55+0,13; n = 8) e nas localidades de Queréncia (F2) (T =
3,07+0,83; n = 9) e Primavera do Leste (11 =3,41+1,16; n = 3), os maiores valores.

L. nattereri apresentou uma diversidade haplotipica (H = 13; Hd = 0,87+0,04; n = 35)
ligeiramente superior a encontrada para M. pyrocephalus, ndao sendo esta diferenca significativa (sSNK
= 2,56; p = 0,52). O maior valor foi obtido na localidade de Bom Jesus do Araguaia (T2), na regido de
transigado leste (Hd = 0,83+0,22; n = 4) e os menores, na regido de transicdo oeste, onde as
localidades de Chupinguaia (n = 7) e Comodoro (n = 6) apresentaram os mesmos valores de
diversidade haplotipica (Hd = 0,80+0,09). Também em Bom Jesus do Araguaia verificou-se a maior
diversidade nucleotidica (m = 5,04+1,48; n = 4). A diversidade nucleotidica desta espécie foi
significativamente superior a M. pyrocephalus (sNK = 11,67 ; p < 0,001) e a C. rubrocapilla (sNK =
6,04 ; p=0,03).

Quanto a maior diversidade haplotipica dentre as trés espécies, esta foi encontrada para C.
rubocapilla, sendo significativamente superior a obtida para M. pyrocephalus (sNK = 7,93; p < 0,02),

mas nao em relagdo a L. nattereri (sSNK = 5,37; p = 0,18). Ja o valor de diversidade nucleotidica desta
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espécie foi intermediario, em relagdo as outras duas espécies (T = 3,86+0,45) e em Séo José do

Xingu encontrou-se a maior diversidade nucleotidica para esta espécie (5,38+2,69) (Tabela 1).

Tabela 1: indices de diversidade genética para M. pyrocephalus, L. nattereri e C. rubrocapilla, obtidos
em doze localidades no estado de Mato Grosso e Para. N = nimero de individuos; H = niamero de

haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; ™ = diversidade nuclectidica; S = nidmero de sitios

polimorficos.
Espécie/ Regido N H Hd + SD m+SD(x10°°) S
M. pyrocephalus 63 11 0,80%0,03 2,19%0,23 15
Transig¢ao oeste
Chupinguaia 5 2 0,40+0,24 0,41+0,24 1
Comodoro 7 3 0,60+0,21 1,02+0,46
Cerrado oeste
Jauru 5 2 0,40+0,24 1,23+0,73 3
Transicao leste
Sao José do Xingu — F1 8 5 0,79+0,15 2,30+0,91 9
Queréncia - F2 9 7 0,92+0,09 3,07+0,83 12
Bom Jesus do Araguaia — T2 9 4 0,81+0,09 2,73+0,80 7
Bom Jesus do Araguaia — C2 8 2 0,54+0,12 0,55+0,13 1
Ribeirdo Cascalheira— T3 9 4 0,73+0,12 1,05+0,26 3
Cerrado Leste
Primavera do Leste 3 3 1,0040,27 3,41+1,16 5
L. nattereri 35 13 0,87+0,04 4,84+0,31 19
Transigao oeste
Chupinguaia 14 7 0,80+0,09 4,74+0,61 12
Comodoro 14 6 0,80+0,09 4,43+0,75 12
Transicao leste
Bom Jesus do Araguaia — T2 4 3 0,83+0,22 5,04+1,48 8
Sao José do Xingu — F1 2 1 - - -
Queréncia—F2 1 1 - - -
C. rubrocapilla 31 15 0,90%0,03 3,86%0,45 23
Transicao oeste
Chupinguaia 5 5 1,00£0,13 4,31+0,99 9
Comodoro 3 3 1,0040,27 2,15+0,59 3
Transigao leste
Sao José do Xingu — F1 2 2 1,00+0,50 5,38+2,69 5
Bom Jesus do Araguaia — C2 6 3 0,730,15 2,87+0,56 5
Bom Jesus do Araguaia — T2 4 3 0,83+0,22 2,87+0,93 5
Ribeirdo Cascalheira—T3 5 5 1,00+0,13 3,23+0,98 3
Ribeirdo Cascalheira— C3 2 2 1,00+0,50 3,23+1,61 3
Queréncia - F3 1 1 - - -
Regido Norte
Altamira 3 3 1,004£2,72 2,87+1,07 4

A analise de variancia molecular (AMOVA) indicou que a populagdo de M. pyrocephalus esta
fortemente estruturada entre as regides de transicao leste e oeste, conforme demostrado pelo valor
de & (Fs acima de 0,25, indica diferenciagdo genética muito grande, de acordo com a classificagédo

de Wright (1978)) (Tabela 2). Todas as subpopulagbes situadas na regido de transigéo leste se
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diferenciaram significativamente da regido de transigdo oeste, como pode ser verificado pelo
resultado da analise de Fg par-a-par entre essas subpopulagdes (Tabela 3). O mesmo nao foi
evidenciado para a subpopulagédo situada na regido de cerrado ao leste da area de estudo
(Primavera do Leste). Esta subpopulagcédo diferiu significativamente apenas das subpopulagdes
situadas em Ribeirdo Cascalheira (T3) e em Bom Jesus do Araguaia (C2), localizadas na regido de

transicéo leste.

Tabela 2: Andlise da variancia molecular (AMOVA) entre as subpopula¢cdes de M. pyrocephalus
situadas nas regides de floresta de transi¢cao a leste e oeste do estado de Mato Grosso e a sudeste

do estado de Rondénia.

Analise Fonte da Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
variagcao liberdade quadrados da variacao da variacao
Entre 1 14,87 0,604 42,72
grupos
Transigdo Entre
oeste populacdes
X dentro dos 6 4,05 -0,020 -1,44
Transigdo  grupos
leste Dentro das 52 43,17 0,830 58,73
populacdes
Total 59 62,08 1,413
Indices de d.: -0,025 ®y: 0,413 P 0,427
Fixagado

Valores p 0,648+0,014 0,000+0,000 0,018+0,004

O resultado obtido pelo teste de Mantel indicou haver isolamento pela distancia entre as
subpopulagdes desta espécie. A distancia explicou 87,17% da variagdo genética obtida através dos
valores de Fg par-a-par e 61,72% da variagdo genética obtida pela distancia genética.

L. nattereri apresentou uma moderada estruturagdo populacional de acordo com a
classificagao de Wright (1978) (valores de F¢ entre 0,05 a 0,15 indicam moderada diferenciagdo
genética entre as populagdes). Apesar deste nivel de estruturagdo genética ser assumido como
moderado, segundo Wright (1978), na AMOVA este resultado n&o é considerado significativo (Tabela
4).

A andlise de Fg par-a-par (Tabela 5) indicou uma subdivisdo entre as subpopulagbes
situadas nas regides de transicao leste e oeste, porém apenas a subpopulagdo encontrada em

Comodoro se diferenciou significativamente das subpopulacdes situadas na regido de transicao
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leste. Entre as subpopula¢des encontradas em Comodoro e Chupinguaia, ambas situadas na regiao

de transigao oeste, ndo houve estruturacao populacional.

Tabela 3: Distancia genética (corrigida) (diagonal acima) e Fq par-a-par (diagonal abaixo) entre as
subpopulagdes de M. pyrocephalus, situadas no estado de Mato Grosso e sudeste do estado de

Rondénia (* = p < 0,05). Com. = Comodoro; Chu. = Chupinguaia; Jau = Jauru; R.B. = Ribeirdo

Cascalheira; B.J.A. = Bom Jesus do Araguaia; S.J.X. = Sdo José do Xingu; Que = Queréncia; P.L. =

Primavera do Leste.

Localidades Com. Chu. Jau. R.B. B.J.A. B.J.A. S.J.X. Que. P.L.
(T3) (T2) (C2) (F1) (F2)
Comodoro -0,000 -0,134 1,441* 0,823* 1,457 0,928* 0,654* -0,225
Chupinguaia -0,016 0,000 2,111* 1,345* 2,127* 1,514* 1,175* -0,000
Jauru -0,135 0,000 1,181* 0,670* 1,318* 0,756* 0,501* -0,270
Ribeirdo 0,113 0,047 -0,036 0,034 0,769*

Cascalheira (T3) 0,585 0,713 0,523

Bom Jesus do
Araguaia (T2)

0,273* 0,389*  0,214* 0,063 0080  -0,168 -0,169 -0,149

Bom Jgsus do 0,667  0,813* 0,632* 0,047 0,037 0,013 0,079 0,786*
Araguaia (C2)
Sao José do -0,253 0,087

Xingu (F1) 0,340  0474*  0,273* 0,012 -0,073 0,009
Queréncia (F2) ~ 0,208*  0,327* 0,145 0,022  -0,062 0,031  -0,106 -0,093

E’gg:"erado 0,000 0,142 -0,0561 0,423* 0,024  0488* 0078 -0,017

*Valor-p do teste é obtido pela propor¢do de permutagdes de haplétipos entre as populagdes (1.023
permutagdes) que conduzem a um valor de Fg maior ou igual ao observado.

Tabela 4: Analise da variancia molecular (AMOVA) entre as subpopulacdes de L. nattereri situadas

nas regides de floresta de transicédo a leste e oeste do estado de Mato Grosso e a sudeste do estado

de Rondoénia.
Andlise Fonte da Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
variagado liberdade quadrados da variagdo da variagao
Entre 1 571 0.31 13.49
grupos
Transigéo Entre
oeste populagdes
X dentro dos 2 4,60 0,04 1,57
Transigcéo grupos
leste Dentro das
5 31 61,41 1,98 84,94
populacdes
i Total 34 71 ,72 2133
Indices de ) ) _
Fixagio dsc: 0,018 ®Dg: 0,150 Oy 0,135

Valores p 0, 284+0,015 0,071 +0,009 0,347 +0,015
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Tabela 5: Distancia genética (corrigida) (diagonal acima) e valores de Fg par-a-par (diagonal abaixo)
entre as subpopulagdes de L. nattereri, situadas no estado de Mato Grosso e sudeste do estado de

Rondénia (* = p<0,05).

Localidades Comodoro  Chupinguaia Transigao Leste
Comodoro 0,208 1,099
Chupinguaia 0,049 0,405
Transicao Leste (F1, F2 e T2) 0,224* 0,088

*Valor-p do teste é obtido pela proporgdo de permutagbes de haplétipos entre as populagdes (1.023
permutagdes) que conduzem a um valor de Fst maior ou igual ao observado.

Enquanto M. pyrocephalus e L. nattereri apresentaram, respectivamente, alta e moderada
subdivisdo de suas populagdes, C. rubrocapilla se diferenciou destas espécies, por ndo apresentar
estruturagdo populacional, conforme indicado pelo valor do indice de fixagdo @, obtido através da
andlise de varidncia molecular (AMOVA). Nesta anadlise, foram consideradas apenas as
subpopulagdes das regides de transigdo, portanto os haplétipos dos trés individuos provindos da
regido norte ndo foram considerados (Tabela 6). Segundo a classificagdo de Wright (1978), valores

do indice de fixagao F até 0,05 indicam pequena diferenciagdo genética.

Tabela 6: Andlise da varidncia molecular (AMOVA) entre as subpopulagdes de C. rubocapilla
situadas nas regides de floresta de transicédo a leste e oeste do estado de Mato Grosso e a sudeste

do estado de Rondénia.

Andlise Fonte da Graus de Soma dos Componentes  Porcentagem
variagéo liberdade guadrados da variagao da variagao
Entre 1 2,395 0,116 7,69
grupos
Transi¢ao Entre
oeste populagdes 3 3,039 -0,082 5,42
X dentro dos
Transicéo grupos
leste  Dentro das 23 33,929 1,475 97,73
populagbes
_ Total 27 39,363 1,509
Indices de . . .
Fixagdo ®.: -0,059 @ 0,023 ®.: 0,077

Valores P 0,526+0,016 0,737+0,012 0,096+0,010

Ao se comparar as distancias genéticas (corrigidas), entre as subpopulagbes desta espécie,
verifica-se que ha diferenciagdo da regido de Altamira no Para com as subpopulagbes das areas

situadas na regido de transi¢ado leste e oeste (Tabela 7). O resultado do teste de Mantel indicou que
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a distancia geografica explicou somente 37% da variagdo genética encontrada para C. rubrocapilla,
nao sendo este valor significativo.

Na Tabela 8 estdo apresentados os parametros relacionados ao fluxo génico entre as
populacdes (M e Ngp,), estimados por meio do programa Migrate 3.2.1 e na Tabela 9, as estimativas
do tamanho populacional efetivo (N, ) das populagbes das regides de transicéo leste e oeste e das

areas de cerrado.

Tabela 7: Distancia genética (corrigida) (diagonal acima) e valores de F¢ par-a-par (diagonal abaixo)
entre as subpopulagdes de C. rubrocapilla situadas nos estados de Mato Grosso, Rondbnia e Para.
Os dados da regidao de transicdo leste referentes aos pontos F3, T3 e C3 foram agrupados
(municipios de Queréncia e Ribeirao Cascalheira). Com. = Comodoro; Chu. = Chupinguaia; B.J.A. =

Bom Jesus do Araguaia; (* = p < 0,05)

Localidades Chu. Com. B.J.A. B.J.A. Transicdo leste  Altamira

(C2) (T2) (F3, T3 e C3)
Chupinguaia -0,067 -0,066 -0,067 -0,142 3,829*
Comodoro -0,071 0,561 0,291 0,278 4,428*
(Bé’z”; Jesusdo Araguaia 010 0 166 -0,326 -0,145 4,092*
(BT°2T Jesusdo Araguaia 013 go73 0132 -0,036 4,163
Transigéo leste ) . ) *
(F3, T3 e C3) 0,029 0,065 0,056 0,012 4,032
Altamira 0,509* 0,653* 0,603* 0,593* 0,590*

*Valor-p do teste é obtido pela proporgdo de permutagbes de haplétipos entre as populagdes (1.023
permutacdes) que conduzem a um valor de Fst maior ou igual ao observado.

Em M. pyrocephalus, foram estimados os menores valores de N, (nimero efetivo de
migrantes) entre as regides de transicéo leste e oeste (N, = 0,23 de leste para oeste e N, = 0,33
no sentido oposto). Para as outras espécies, os valores de N, entre as regides de transi¢cao foram
duas vezes maior (aproximadamente), em pelo menos em uma das dire¢gdes (em L. nattereri, no
sentido oeste para leste; N, = 0,75) e em C. rubrocapilla no sentido o oposto; (Nem = 0,79). Em M.
pyrocephalus os valores de N, das regides de transicdo (oeste e leste) para o Cerrado foram,
respectivamente, cerca de duas N, = 0,54) e trés vezes (N, = 0,78) superiores aos estimados entre
as regides de transi¢do. Ja no sentido oposto, do Cerrado para as regides de transigéo leste e oeste,
0 numero efetivo de migrantes estimados foi bem menor, com valores similares aos obtidos entre as
regides de transigdo (N, = 0,36 do Cerrado para a regiao de transigao leste e Ne, = 0,29 do Cerrado

para a regiao de transigdo oeste).
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Tabela 8: Taxa de migracdo M (m/u) e ndmero efetivo de migrantes (Ngy), das trés espécies de

Pipridae analisadas, estimados para as popula¢des das regides de transicao leste e oeste e para as

areas de Cerrado (somente para M. pyrocephalus).

Parametros M (95%1.C.) Ner, (95%1.C.)
M. pyrocephalus

Trajetoria

Leste — Oeste 192,40 (189,27 - 195,59) 0,23 (0,21 -0,25)
Oeste — Leste 173,70 (169,20 - 178,20) 0,33 (0,32 -0,34)
Cerrado — Leste 213,90 (211,78 - 214,92) 0,36 (0,36 — 0,37)
Leste — Cerrado 262,43 (261,57 - 263,23) 0,78 (0,78 — 0,78)
Cerrado — Oeste 188,78 (175,02 - 202,53) 0,29 (0,17 -0, 42)
Oeste — Cerrado 171,30 (159,65 - 182,95) 0,54 (0, 22 - 0,86)

L. nattereri
Trajetoria

Leste — Oeste
Oeste — Leste
C. rubrocapilla
Trajetoéria

Leste — Oeste
Oeste — Leste

128,83 (128,51 - 129,15)
205,87 (205,42 - 206,31)

247,95 (247,53 - 248,37)
201,27 (200,75 - 201,79)

0,40 (0,40 — 0,40)
0,75 (0, 75 -0, 75)

0,792 (0,790 — 0,79)
0,428 (0,424 — 0, 43)

Tabela 9: Valores de 8 e do tamanho efetivo das populagdes das regides de transi¢éo leste e oeste

estimado a partir da taxa de mutagao de 4% por sitio por milhdes de anos (2,0 X 10°® substituices

por sitio por linhagem por ano; Arbogast et al. 2006).

Espécie

Regido de transi¢cao

M. pyrocephalus
L. nattereri
C. rubrocapilla

QOeste Leste
© N, N, N, (total)
0,0018 22.521 0,0018 22.750 45.271
0,0031 39.000 0,0037 45.625 84.625
0,0032 39.938 0,0021 26.563 66.500

As estimativas do tamanho populacional efetivo (N,), indicaram que L. nattereri apresentou o

maior tamanho populacional efetivo, sendo este, 1,3 vezes maior do que o C. rubrocapilla. Ja M.

pyrocephalus obteve o menor tamanho populacional efetivo, dentre as trés espécies.

A rede haplotipica de M. pyrocephalus (n = 63), apresentada na Figura 2b1, mostra que entre

as subpopulagdes encontradas nas regides de transicdo leste e oeste somente um haplétipo foi

compartilhado e isto se deu com a subpopulagdo de Comodoro, regido da transicdo oeste de maior

contato com o bioma Cerrado (Figura 2a). Entre as subpopulagbes da transicdo leste e a

subpopulagdo de Chupinguaia, localizada mais ao norte, nenhum haplétipo foi compartilhado. Por

outro lado, entre as subpopulagdes das regides de transigao (leste e oeste) e as subpopulagdes das

areas de Cerrado (Primavera do Leste e Jauru) se deu um maior compartilhamento de haplétipos.
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A rede haplotipica de L. nattereri (n = 35; Figura 2b2) mostra um compartilhamento de
haplotipos que ocorreu entre as subpopulagdes de Chupinguaia e Comodoro e entre estas duas
subpopulagdes e aquelas situadas na regido de transi¢cdo leste. Mostra também uma separagao
entre o agrupamento que contém os haplétipos da regido de transi¢do leste (em amarelo, a direita)
do agrupamento de haplétipos pertencentes somente aos individuos da regido de transicdo oeste
(haplétipos de cores verde e laranja a esquerda). Entretanto, essa subdivisdo foi mais acentuada
entre Comodoro e a regido de transigéo leste, conforme corroborado pelos resultados do teste de F
par-a-par.

Para C. rubrocapilla (n = 31; Figura 2b3), contrariamente ao que se observou no caso de M.
pyrocephalus, encontrou-se um maior compartilhamento entre haplétipos oriundos da regido leste e
de Chupinguaia (regiao de transicdo oeste). Os trés unicos haploétipos compartilhados, incluiram
aqueles provindos destas duas regides. Mais distantes e diferenciados das areas de transigao, estao
os haplotipos procedentes da regido norte, ndo havendo compartilhamento com as demais regides,
resultado corroborado pelos dados de distancia genética. Observam-se também varios haplétipos
ndo compartilhados (somente trés dos 15 haplétipos obtidos para esta espécie foram

compartilhados) nas extremidades da rede.

Estimativas de mudancas demograficas

Os resultados obtidos para as espécies estudadas com relagdo as mudangas demograficas
histéricas, ocorridas na regido de transicao Cerrado — Amazodnia, foram mais uniformes do que o
observado para a estruturagdo de suas populacdes. As trés espécies apresentaram sinais de rapida
expansao populacional, conforme indicaram as curvas de mismatch distribution, com um padrao do
tipo Smooth Poisson Distribution, caracteristico de populagdes que passaram por um processo de
expansao populacional pretérita (Figura 3). Os valores do indice Raggedness e da soma dos desvios
dos quadrados (SSD) nao foram significativos, resultados esperados para populagdes que
apresentaram um padrdo de curva mismatch distribution, que nao se diferenciaram do modelo
esperado de expansdo (Harpending 1994). Em L. nattereri, a curva observada foi a que mais se

diferenciou da esperada (p = 0,052).
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Figura 3: Curva de Mismatch distribution apresentadas por (a) M. pyrocephalus; (b) L. nattereri e (c)

C. rubrocapilla na regido de transi¢cdo Cerrado — Amazdnia nos estados de Mato Grosso e Ronddnia.

Valores negativos dos testes de Tajima’D e Fu's Fs também s&o indicativos de populagées
que sofreram processo de expansao, porém, somente os testes Fu's Fs e R, apresentaram

resultados significativos e apenas para C. rubrocapilla (Tabela 10).

Tabela 10: Testes de neutralidade realizados para as populagcbes trés espécies de Pipridae

encontradas na regido de transicdo Cerrado — Amazdnia nos estados de Mato Grosso e Rondénia (*

= p < 0,05).
Espécies M. pyrocephalus L. nattereri C. rubrocapilla
N 63 35 28
D -0,972 -0,335 -1,026
Fu's Fs -1,978 -1,943 -3,686*
R 0,023 0,046 0,078

R, 0,069 0,102 0,081*
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DiscussAo

Estimativas de variabilidade, estrutura populacional e fluxo génico

A composicao de bases dos fragmentos, das trés espécies estudadas, apresentou um déficit
de guaninas, tendéncia tipica dos genes mitocondriais das aves (Joseph et al. 2002).

Dentre as trés espécies analisadas, M. pyrocephalus obteve os menores indices de
diversidade haplotipica e nucleotidica. As localidades mais proximas da floresta do rio Xingu, na
regido de transicao leste, apresentaram os maiores valores de diversidade haplotipica, contribuindo
em maior proporgao para a variabilidade genética desta espécie, na regido de abrangéncia deste
estudo. Também para a subpopulagdo de Primavera do Leste, foi observado um alto valor de
diversidade haplotipica. Porém, ao contrario do que se observa nas regides de transi¢cao, onde foram
obtidos varios haplétipos exclusivos, em Primavera do Leste, as trés amostras obtidas resultaram em
trés haplotipos compartilhados, seja com a regido de transicao leste (dois haplétipos), seja com a
regido de transicdo oeste (um haplétipo). Na localidade de Jauru, também em area de Cerrado, a
mesma situagao foi verificada. A auséncia de haplétipos Unicos e a presencga exclusiva de haplétipos
compartilhados entre as areas de Cerrado com as areas de transicao dos extremos leste e oeste do
estado de Mato Grosso e Rondébnia, € um indicativo da relevancia das areas amazonicas para a
diversidade genética das subpopulagdes situadas no Cerrado. Silva (1996) ja havia relatado a
importancia do intercambio entre a Amazoénia e Cerrado para a biodiversidade do Cerrado. O mesmo
pode ser inferido para a variabilidade genética das populagbes de origem Amazobnica que adentram o
Cerrado por meio das matas ciliares. Evidéncias da influéncia das populagbes da Amazdnia nas
populagdes de Cerrado foram obtidas pelas estimativas de fluxo génico para M. pyrocephalus. O
numero efetivo de migrantes (N.n,), das populagbes das regides de transicdo leste e oeste, em
diregéo ao Cerrado, foi aproximadamente duas vezes maior (N, = 0,782 da regido leste e N, =
0,542 da regido oeste), do que o numero de migrantes estimados para o sentido oposto, isto €, do
Cerrado para as regides de transi¢cdo. (N, = 0,365 para a regiéo leste e N, = 0,292 para regiao
oeste).

Conforme indicaram os resultados da analise de varidncia molecular, M. pyrocephalus
apresentou uma subdivisdo populacional entre as regides leste e oeste do estado de Mato Grosso.
Este resultado foi corroborado nas estimativas de fluxo génico e pelo menor compartiihamento de

haplotipos entre as populagdes destas regides. Como mencionado anteriormente, em ambas as
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areas de Cerrado ha compartilhamento de haplétipos com as regides de transi¢gdo. Entretanto, entre
as areas de transicdo o compartiihamento se deu com menor frequéncia. Deste modo, entre
subpopulagdes mais proximas (separadas por 150 km a 300 km, aproximadamente) houve um maior
compartilhamento de haplétipos, embora um haplétipo, ocorrente nas subpopulagbes da regido de
transicéo leste, tenha sido compartilhado com a subpopulagéo de Jauru (area de Cerrado da regido
oeste), e estas subpopulagdes se encontram distanciadas por cerca de 750 km.

Este resultado sugere que, nesta espécie, deve ter havido um consideravel fluxo génico por
meio das areas de Cerrado e tal evidéncia foi corroborada pelas estimativas obtidas nas analises de
migragdo. Como mencionado anteriormente, o nimero de migrantes por geragao (N,,) das areas de
transicdo em diregcdo as areas de cerrado foi, aproximadamente, o dobro do observado entre as
regides de transi¢do. Isto provavelmente se deu em fungado da menor distancia que separa estas
subpopulagdes, conforme indicado pelo teste de Mantel, de isolamento pela distancia. Atualmente,
com a fragmentagao do habitat cada vez mais pronunciada, é provavel que o nivel de estruturagédo
das populagdes, das areas de transicao leste e oeste, esteja mais elevado, ocasionando assim maior
isolamento e, consequentemente, maior diferenciagdo das mesmas. O valor estimado de N, entre
estas areas, obtido para M. pyrocephalus, foi a menor dentre as trés espécies aqui analisadas.

Para M. pyrocephalus, o valor estimado de N, da regido leste para oeste (Nen, = 0,235) pode
ser considerado negligenciavel, de acordo com Bowie et al. (2006), e no sentido oposto, também foi
baixo (Nem = 0,329). Portanto, baseando-se no numero estimado de migrantes, a estruturacao
genética desta espécie na regido de transi¢ao, realmente seria esperada.

A estruturacao populacional de L. nattereri se deu em menor grau em relagéo ao evidenciado
para M. pyrocephalus, sendo considerada moderada pela classificagdo de Wright (1978) (porém nao
significativa pela analise de variancia molecular — AMOVA. &4 = 0,150; p = 0,071). Uma subdivisdo
significativa, obtida na analise de F par-a-par, ocorreu apenas entre Comodoro e as subpopulagdes
da regido de transicdo leste. A rede haplotipica desta espécie corrobora este resultado, pois
apresenta uma separacao parcial dos haplétipos das regides de transigéo leste e oeste. Além disso,
o haplétipo mais frequente na subpopulagdo de Chupinguaia é compartilhado com a subpopulagao
de Comodoro e as subpopulagbes da transigao leste. Ja o haplétipo mais frequente em Comodoro,

nao foi compartilhado com Chupinguaia nem com as subpopulagdes da regido de transicao leste.
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A organizagdo espacial apresentada por M. pyrocephalus na regido de transigdo, em que o
fluxo génico entre as populagcdes mais afastadas é reduzido (o que promove a diferenciagdo
significativa quanto a sua estrutura) e em que o intercAmbio de individuos ocorre principalmente
entre subpopulagbes vizinhas (diferenciagdo genética explicada pelo isolamento por distancia), é
caracteristico do modelo de metapopulagéo (Levins 1970).

A organizacdo espacial de L. nattereri também apresentou caracteristicas do modelo de
metapopulagdo. Embora as subpopulacbes da transicdo leste e oeste ainda n&o estejam
significativamente diferenciadas, como em M. pyrocephalus (conforme resultado obtido pela
AMOVA), elas exibiram uma tendéncia a estruturagédo (indicado na analise de F par-a-par), com
uma subdivisdo populacional entre a populagdo de Comodoro (transigéo oeste) e as subpopulagdes
da transicdo leste. A estruturacdo moderada observada nesta espécie deve ser consequéncia da
maior migragédo entre suas subpopulagées. O numero efetivo de migrantes (Nen,) estimado para L.
nattereri foi de 0,40 (da regido leste para oeste) e 0,75 (da regido oeste para leste). Portanto, uma
quantidade maior de migrantes foi estimada para esta espécie, em relagdo ao obtido para M.
pyrocephalus, sendo compativel com seu nivel de estruturagdo genética.

No modelo de metapopulacdo a migragdo entre as subpopulagdes é baixa e todas as
subpopulagdes tem uma substancial probabilidade de extingdo, mas as areas que sofrem eventos de
extingdo local podem ser recolonizadas por individuos provenientes de outras subpopulagbes
(Hanski 1999). Considerando que a regido de transi¢do Cerrado — Amazodnia tem sofrido acelerada
fragmentacdo e degradagdo de seus habitats naturais (Nogueira et al. 2007; Brando et al. 2013),
populacdes isoladas que vierem a se extinguir ndo mais poder&o ser recolonizadas, o que podera
promover alteragdes na estrutura populacional de M. pyrocephalus e L. nattereri, com consequéncias
negativas para a conservagao destas espécies.

Finalmente, para C. rubrocapilla foram encontrados os maiores valores de diversidade
haplotipica. Das nove localidades amostradas, somente duas (ambas situadas em Bom Jesus do
Araguaia) nao apresentaram um haplétipo para cada individuo. Nas demais, a proporgéo individuo -
haplétipo foi 1:1, demonstrando uma alta variagéo genética local desta espécie.

A rede haplotipica desta espécie demonstrou um agrupamento mais notério entre os
haplétipos oriundos de Altamira no Para, regido Norte que se diferenciou significativamente das

outras regides avaliadas, quanto a distancia genética. Os trés haplétipos que foram compartilhados,
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incluiram aqueles provenientes da regido de transicéo leste e de Chupinguaia (apontando para a
possibilidade de maior intercAmbio génico entre as mesmas) e somente um destes hapldtipos foi
compartilhado com Comodoro. Deste modo, migrantes de ambas as areas podem ter percorrido, com
maior frequéncia, uma trajetéria posicionada mais ao norte da faixa de transigdo considerada neste
estudo, onde atualmente comporta uma vegetagcdo de maior porte e mais densa, do que aquela
encontrada em areas mais ao sul, em ambiente com maior contato com a vegetacdo de cerrado. As
maiores taxas de migragdo estimadas para esta espécie permitem supor que o padrdo de
compartilhamento de haplétipos acima descrito seja em consequéncia de sua maior capacidade de
disperséo, ocasionando assim, o padréo observado de compartiihamento de haplétipos.

Mediante uma taxa de migragao mais elevada e um menor tamanho efetivo populacional, C.
rubrocapilla, ndo apresentou estruturagdo populacional. Consequentemente, o valor de @ obtido
para esta espécie foi bem inferior ao das demais. Tais resultados vao ao encontro dos atributos que
caracterizam modelo de populagbes em manchas: i) alta taxa de dispersdo entre as subpopulagdes;
ii) auséncia de significativa diferenciacdo genética entre subpopulagdes (consequéncia de taxas mais
elevadas de fluxo génico que irdo homogeneizar qualquer estruturagdo genética); iii) a populagdo é
composta por um unico agrupamento genético. Diante deste modelo, o risco de extingdo € baixo e
por isso, ndo se espera haver extingdo ou recolonizagdo das subpopula¢des (Harrison 1991).
Considerando que C. rubrocapilla apresente uma estrutura populacional mais coesa, esta espécie
seria menos vulneravel, em relagéo aos outros dois Pipridae estudados, quanto ao isolamento dos
habitats que vem ocorrendo na regido de transicdo Cerrado — Amazénia em decorréncia do
desmatamento e degradagdo ambiental.

Nota-se que, na regido de transi¢do, basicamente uma mesma quantidade de migrantes
efetivos (Nenm) foi estimada para C. rubrocapilla (Nen, = 0,43 de oeste para leste € N, = 0,79 de leste
para oeste) e L. nattereri (Ng;, = 0,40 de leste para oeste e Ng, = 0,75 de oeste para leste).
Entretanto, o nivel de estruturacao genética destas espécies diferiu fortemente (g = 0,02 em C.
rubrocapilla e ®y = 0,150 em L. nattereri). Esta diferenga nos valores de &4 se deve a diferengas no
tamanho populacional efetivo destas espécies, que em L. nattereri é 1,3 vezes maior do que C.
rubrocapilla. Portanto, taxas similares de fluxo génico podem ter impactos muito diferentes na
estrutura populacional, se o tamanho efetivo das populagbes for consideravelmente diferenciado

(Templeton 2011).
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Uma explicagéo alternativa para a falta de estruturagdo genética observada para C.
rubrocapilla é a possibilidade desta espécie ter sofrido uma expansao populacional recente. Como
sera discutido em maior detalhe mais adiante, as trés espécies de Pipridae apresentaram resultados
que indicaram uma tendéncia a expansao populacional. Entretanto, somente para C. rubrocapilla
obteve-se um valor negativo e significativo para o teste Fu's Fs. E possivel que uma expanséo
populacional recente ocorrida nesta espécie esteja influenciando o padrdo de estruturagao desta
espécie.

A evidéncia de expansdo populacional também tem sido sugerida como uma possivel
explicagdo para a falta de estruturagdo populacional observada em espécies de aves que habitam o
Cerrado (Bates et al. 2003), que ocorrem ao longo de rios da Amazénia (Aleixo 2006) e em
ambientes aquaticos nos Andes e Amazonia (Cadena et al. 2011). Os dois argumentos utilizados
para explicar a falta de estruturagéo populacional ndo séo excludentes, um deles ou ambos (alta taxa
de dispersao e expansao populacional) podem estar influenciando o padrao observado (Aleixo 2006;
Cadena et al. 2011).

Deve-se ressaltar que os resultados obtidos, quanto a estruturacdo populacional das
espécies de Pipridae consideradas, também podem estar sendo influenciados pelo nimero de
amostras analisadas nas regides de transicao leste e oeste. O ideal seria obter quantidades similares
de amostras oriundas destas duas regides, abrangendo também um maior universo amostral. No
caso de M. pyrocephalus, seria mais apropriado considerar um maior conjunto de amostras provindas
das areas de Cerrado, obtendo-se assim, informacgdes mais detalhadas sobre a variabilidade
genética desta espécie nesta regido.

Os estudos que abordaram a estruturagédo populacional nas espécies de Pipridae, realizados
em areas continuas ou fragmentadas, abrangeram areas de menor extensdo do que aqui
considerado. Nestas condigdes, ndo foi detectada estruturagdo populacional ou entdo, apenas uma
pequena subdivisdo foi observada para todas as cinco espécies analisadas. Populagdes de
Chiroxiphia linearis ocorrentes em duas areas de floresta na Costa Rica separadas por 115 km, nao
apresentaram divergéncia significativa (McDonald 2003) e o mesmo foi obtido para Manacus
manacus em uma area de 16 km? em Trinidad, onde nove leks desta espécie foram analisados
(H6glund & Shorey 2003). Fraca estruturagao populacional (Fg¢ com valores que variaram de 0,014 a

0,029) foi encontrada para Corapipo altera em uma area fragmentada na Costa Rica, com
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fragmentos separados por até 30 km de distancia (Barnett et al. 2007). Em Chiroxipha caudata, numa
regido abrangendo 414 km de floresta continua na Mata Atlantica, Francisco et al. (2007) detectaram
uma pequena, mas significante estruturagdo genética, considerando - se tratar de uma area nao
fragmentada (F; com valores que variaram de 0,012 a 0,023). Finalmente em Antilophia bokermanni,
Régo et al. (2010) ndo detectaram estruturagdo populacional ao comparar as subpopulagdes das
regides leste e oeste de uma area de 30 km? na Chapada do Araripe (nordeste do Brasil), onde esta
espécie endémica de Pipridae encontra-se distribuida. Com excecéo do estudo realizado por Régo et
al. (2010), que utilizou sequéncias mitocondriais, nos demais estudos a estruturagao populacional foi
avaliada por meio de analises com microssatélites.

Em uma escala muito mais ampla, resultados bem diferentes foram verificados. Entre trés
diferentes paisagens da regido Amazénica (Araca, Jau e Uatuma), cujas distancias variaram de 311
a 925 km, uma forte estruturagdo populacional foi observada em Xenopipo atronitens (®s com
valores que variaram de 0,30 a 0,78), revelada pelas analises de sequéncias mitocondriais do gene
ND2 (Capuruchu 2012). Dentre as espécies consideradas no presente estudo, somente M.
pyrocephalus apresentou um alto nivel de estruturagdo genética (® = 0,413; p = 0,000), semelhante
ao obtido em X. atronitens. Para L. nattereri o nivel de estruturagédo foi moderado (¥ = 0,150; p =
0,071) e para C. rubrocapilla, baixo (P = 0,023; p = 0,737).

Verificou-se, portanto, que ndo houve uniformidade quanto a estruturagao populacional, entre
as trés espécies de Pipridae analisadas, mesmo na auséncia de qualquer barreira efetiva (como
grandes rios ou cadeias de montanhas) que pudesse reduzir fortemente o fluxo génico entre as
populacdes situadas nos extremos leste e oeste do estado de Mato Grosso. A distancia neste caso,
exerceu importante influéncia na diferenciacdo genética, verificada para as populagbes de M.
pyrocephalus e L. nattereri. Somente para C. rubrocapilla ndo houve evidéncias de estruturagao
populacional, resultado que aponta para uma maior capacidade de dispersdo desta espécie em
relacado as demais.

Burney & Brumfield (2009) ao examinarem a variagdo genética de aves em populagdes
isoladas, em ambos os lados de trés grandes barreiras geograficas (Andes, rio Amazonas e rio
Madeira) verificaram que diferengas ecoldgicas entre as espécies foram responsaveis pela variagao
interespecifica nos niveis de diferenciacdo genética entre as populagées. A maior propensdo a

dispersdo proporcionaria maior movimento de alelos entre as populacdes e consequentemente,
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menor variagdo genética entre as demes. Dentre as caracteristicas ecoldgicas consideradas, o
estrato de forrageamento foi a variavel que exerceu maior influéncia na diferenciacdo genética entre
as localidades opostas da barreira. Espécies de dossel obtiveram valores de divergéncia genética
significativamente inferiores, através dos Andes e dos dois rios da Amazénia, do que as espécies de
sub-bosque, devido sua maior capacidade de dispersdo. A maior propensdo a dispersao das
espécies de dossel se deve ao fato destas aves habitarem uma superficie bidimensional, com uma
grande descontinuidade vertical e horizontal (clareiras criadas pelas quedas das arvores) (Terborgh
et al. 1990). Deste modo, experimentam maior variagédo na intensidade luminosa do que aquelas que
habitam os estratos inferiores sombreados. Como consequéncia, as espécies de dossel tendem a
ocorrer em uma maior variedade de habitats do que as espécies de sub-bosque, incluindo areas
externas a floresta primaria como, por exemplo, a borda da floresta e areas de clareiras, onde a
superficie bidimensional e as condi¢cdes de luz se assemelham ao dossel (Walther 2002). A maior
propenséo a dispersdo das aves de dossel também estd associada aos padrdes de disponibilidade
espacial e temporal de recursos, que sdo mais heterogéneos no exterior da floresta em comparagéo
com o sub-bosque (Levey & Stiles 1994). Devido a grande heterogeneidade na disponibilidade dos
recursos encontrados nas copas das arvores, as espécies de dossel tendem a exibir maior flutuagéo
sazonal em sua abundancia (Stiles 1980; Loiselle 1988). Estes padrbes provém evidéncia indireta de
que as aves do dossel apresentam maior propensao a dispersao (vagilidade) do que as aves de sub-
bosque.

Considerando-se as caracteristicas ecologicas das espécies de Pipridae analisadas neste
estudo, nota-se que M. pyrocephalus é a Unica que habita o dossel, entretanto, contrariamente ao
que seria esperado (conforme o estudo realizado por Burney & Brumfield (2009)), esta espécie
apresentou-se estruturada entre as regides de transicédo leste e oeste do estado de Mato Grosso.
Contudo, ressalva-se que os individuos desta espécie parecem também ocupar o estrato inferior da
floresta durante a fase juvenil. Tal fato foi evidenciado durante as capturas dos exemplares para a
coleta de amostras de sangue. Em uma das expedi¢des de coleta, na regido de transicéo do leste de
Mato Grosso, varios espécimes jovens foram capturados com redes de neblina, encontrados, em sua
maioria, a menos de um metro do solo. Nas amostragens realizadas subsequentemente, somente
exemplares adultos foram capturados e para garantir o sucesso de captura, fez-se necessaria a

utilizacdo de playback para a atragdo dos individuos dos estratos médios e da floresta para a area
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das redes, que alcangavam entre dois metros e meio a trés metros de altura do solo. Sem a
utilizagdo do playback ndo a captura dos exemplares desta espécie com redes de neblinas seria
extremamente morosa, tornando-se inviavel para este estudo. Considerando-se que os jovens de M.
pyrocephalus também utilizam (ou que utilizam predominantemente) o sub-bosque da floresta,
poderia se esperar que esta espécie possa também apresentar um comportamento mais sedentario
durante a fase juvenil.

Estudos sobre a distancia de dispersdo, com uma ampla variedade de aves, mostraram que
a distancia da dispersédo natal € maior do que a distancia da dispersao reprodutiva (Paradis et al.
1998). A definicdo de dispersdo mais utilizada pelos ecdlogos de vertebrados consiste-se no
movimento permanente que um individuo faz desde seu local de nascimento para o local onde se
reproduz ou teria se reproduzido se tivesse sobrevivido e encontrado um parceiro (Greenwood &
Harvey 1982). Esta definicao refere-se explicitamente ao movimento de individuos pré-reprodutivos.
Embora a dispersdo esteja frequentemente associada aos juvenis, adultos podem também mover-se
de um sitio de reproducédo para outro. As causas e consequéncias da dispersao diferem entre estas
duas categorias, portanto € importante esclarecer a distingdo entre elas. Dispersdo natal € o
movimento do individuo do local ou grupo onde se deu seu nascimento para aquele de sua primeira
reproducao ou potencial de reproducao. Subsequente movimento do individuo entre locais ou grupos
€ denominado de disperséo reprodutiva. Quando ha sucesso na tentativa de reprodugdo em ambos
os tipos de disperséo, esta é denominada de disperséo efetiva (Greenwood & Harvey op. cit.).

Se durante a fase juvenil, quando ocorre a dispersao natal (de maior extensao) os individuos
de M. pyrocephalus de fato apresentarem um comportamento mais sedentario, como esperado para
as aves de sub-bosque (Willis 1974; Karr 1976; revisado por Harris & Reed 2002), seria razoavel
supor que esta caracteristica ecoldgica esteja contribuindo para proporcionar a estruturagao
populacional encontrada para esta espécie, conforme previsto por Burney & Brumfield (2009).

Caracteristicas de L. nattereri que apontam para uma tendéncia ao sedentarismo sdo o
reduzido tamanho corporal (a menor dentre as trés espécies com peso médio de 8g + 0,67; n=11) e
dieta predominantemente insetivora. Tais caracteristicas poderiam explicar a moderada estruturagao
genética encontrada em L. nattereri. Estudos indicam uma correlagao positiva entre massa corporal e
vagilidade (Lees & Peres 2009; Yabe et al. 2010) e massa corporal e distancia de dispersao (Paradis

et al. 1998). A menor mobilidade dos insetivoros pode ser justificada como decorréncia da relativa
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homogeneidade na distribuicdo dos insetos e outros artrépodes, e sua estabilidade no ambiente, o
que proporcionaria menor transitoriedade dos individuos insetivoros (Karr 1971; Poulin et al. 1994).
Porém, este comportamento também pode ser interpretado como uma falta de prontiddo da maioria
das espécies de insetivoros de sub-bosque em atravessar areas abertas (Stouffer & Bierregaard Jr.
1995).

C. rubrocapilla foi a Unica espécie a ndo apresentar estruturagdo populacional entre as
regides de transi¢ao leste e oeste. Diante deste resultado, é esperada uma maior habilidade de
dispersado deste Pipridae em relacdo aos demais. Esta espécie apresentou maior massa corporal
(peso médio de 13g + 0,96; n = 24) do que M. pyrocephalus (peso médio de 9g + 0,73; n = 51) (sNK
= 37,56; p < 0,0001) e L. nattereri (8g £ 0,67; n = 11) (sNK = 56,64; p < 0,0001). Como mencionado
anteriormente, esta caracteristica associa-se com a maior aptidao a dispersao. Além de apresentar
maior porte, C. rubrocapilla apresenta maior versatilidade quanto ao uso do habitat e espécies
habitat—generalistas exibem maior capacidade para atravessar clareiras e areas abertas do que as
aves exclusivamente florestais (Stouffer et al. 2005), podendo assim, se dispersar por maiores
distancias (Owens et al. 1999). Conforme verificado por Belliure et al. (2000) a dispersao pode ter um
efeito homogeneizador nas populagdes (como o caso de C. rubrocapilla) e a baixa habilidade em se
dispersar pode resultar em diferenciagdo genética e subdivisdo populacional (como observado para
M. pyrocephalus e L. nattereri).

Deve-se ressaltar que as informagbes aqui obtidas baseiam-se em um gene mitocondrial,
cuja herangca é materna. Portanto, as evidéncias de estruturacéo populacional e fluxo génico sao
matrilineares. Considerando que a dispersé&o natal e reprodutiva nas aves ocorre predominantemente
nas fémeas (revisado por Greenwood 1980) e que dentre os Pipridae os machos exibem
comportamento mais sedentario (Snow 1962; Robbins 1983), o intercambio génico ocorrido entre as
regides estudadas se deve essencialmente a movimentagéo das fémeas sendo, portanto, detectados

pelo marcador molecular aqui utilizado.

Estimativas de mudancas demograficas
Para as trés espécies de Pipridae, sinais de expansdo populacional pretérita foram
detectados através do padrdo unimodal ou do tipo Smooth Poisson mismatch distribution da curva

mismatch distribution (sem desvios significativos do modelo esperado de expansdo). Foram obtidos
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também, valores negativos dos testes de Tajima’D e Fu's Fs para as trés espécies, embora os
mesmos nao tenham sido significativos para M. pyrocephalus e L. nattereri. Somente para C.
rubrocapilla o nivel de significancia foi alcangado para os testes Fu's Fs e R,. Deste modo, esta
ultima espécie foi a que mais apresentou indicagbes de expansédo pretérita. Ja em L. nattereri, os
valores observados da curva mismatch distribution foram os que mais se diferenciaram dos valores
esperados. Para esta espécie e também para M. pyrocephalus as evidéncias de expansao
populacional sdo menores. Deste modo, ou estas apresentaram uma situagdo maior estabilidade de
suas populagdes no passado, ou estes resultados sdo consequéncia do menor poder desses testes
em detectar a expans&o populacional.

Situagado similar foi encontrada por Cheviron et al.( 2005), para Lepidothrix coronata. De
acordo com estes autores, ndo se pode rejeitar o modelo de rapida expansao apresentada pelo
padréo claramente unimodal ou do tipo Smooth Poisson mismatch distribution das curvas de
mismatch distribution, sendo mais provavel, a falta de poder estatistico dos testes de neutralidade em
detectar a expansao.

A regiao centro-norte do Mato Grosso compreende, praticamente, toda a borda sul da
Floresta Amazodnica, expandindo-se em area na bacia do Rio Xingu. Nesta regido, o gradiente
climatico € acompanhado pelo gradiente vegetacional (Ratter et al. 1973). Segundo lvanauskas et al.
(2008), a borda sul da provincia amazénica, na regido do Alto Rio Xingu, apresenta composi¢ao
floristica prépria, que a rigor ndo é similar a flora presente nas formagdes de entorno, que seriam a
Floresta Ombrdfila no dominio Amazénico e a Floresta Estacional no dominio Cerrado. Sua origem
parece estar relacionada ao processo dindmico de expansado-regressao do continuum florestal
formado pela “Ponte Noroeste-Sudeste”, durante as variacdes paleoclimaticas no periodo
Quaternario. Do ponto de vista fitogeografico senso estrito, a maior parte do Alto Xingu ainda é
considerada amazbnica, ja do ponto de vista morfoclimatico € uma area de transi¢cdo para o dominio
do Cerrado, quando n&o o proprio dominio do Cerrado (Ab'Saber 1966). A partir das areas de
transicao, as espécies de aves florestais, com centro de distribuicao na Amazénia, lentamente vao
expandindo suas populagdes no interior do Cerrado seguindo a expansao de florestas ribeirinhas
(Silva 1996). Mudancas na composigdo floristica e na estrutura destas matas restringiriam a
expansao da maioria das aves florestais Amazdnicas no Bioma Cerrado (Silva op. cit.). Considerando

0s aspectos acima descritos, é provavel que a resposta de pelo menos duas espécies de Pipridae,
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(C. rubrocapilla e M.pyrocephalus) quanto a mudangas demograficas, esteja refletindo a histéria
geoldgica recente desta regido. Bates (2000) também verificou expanséo populacional para trés das
cinco espécies de Passeriformes investigadas na regido de ecotono Amazonia- Cerrado em uma
regido situada entre o Brasil e a Bolivia. Segundo este autor tal resultado seria esperado,
considerando que a borda sul da Amazoénia também ¢é o limite da distribuigcdo destas espécies e que
a floresta Amazonica, na regido de ecétono, teria sofrido uma expanséo nos ultimos 3.000 anos
(Mayle et al. 2000). Conforme verificaram estes autores, a regido de transicdo Amazénia- Cerrado é
altamente sensivel as mudancgas climaticas e os limites atuais da floresta, representam sua maior

extensdo ao sul, nos ultimos 50 mil anos.
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Capitulo 2: Analise genética revela a ocorréncia de duas linhagens de Pipra fasciicauda

(Hellmayr 1906) no estado de Mato Grosso

Resumo: Neste estudo avaliamos a variagdo genética de Pipra fasciicauda nas regides Norte e
Central do Brasil, incluindo areas de ecotono Amazoénia- Cerrado, Cerrado e Amazoénia, a partir da
analise do gene mitocondrial ND2. A reconstrugéo das relagdes evolutivas dos espécimes, por meio
dos métodos de maxima verossimilhanga e de inferéncia Bayesiana, indicou a existéncia de duas
linhagens notoriamente distintas, uma encontrada na regido de ec6tono no oeste do estado de Mato
Grosso e sudeste do estado de Rondbnia, no cerrado ao sul do estado de Mato Grosso e no
Pantanal, no sudoeste do estado de Mato Grosso (linhagem Sul-Oeste). A outra, detectada na regido
de ecotono no nordeste do estado de Mato Grosso, cerrado no noroeste do Estado de Tocantins e na
regido Amazonica e no estado do Para (linhagem Norte-Leste). Estas linhagens devem corresponder
as subespécies P. f. calamae (linhagem Sul-Oeste) e P. f scarlatina (linhagem Norte-Leste) e
possivelmente, se separaram durante o periodo do Pleistoceno. As analises de demografia historica
indicaram que a linhagem Sul-Oeste apresentou sinais de expansdo populacional e sua rede
haplotipica demonstrou que também teria sofrido uma expansédo em sua distribui¢cdo, alcangcando a
regido da linhagem Norte-Leste. A auséncia de estruturagdo genética e o compartiihamento de
haplétipo entre as subpopulagdes oriundas de margens opostas do médio rio Araguaia, sugere um
baixo potencial deste rio em promover divergéncia populacional desta espécie. A presencga de ilhas
ao longo do rio deve aumentar sua permeabilidade para os individuos de P. fasciicauda, que podem
estar utilizando-as como stepping stones para se deslocar de uma margem a outra.

Palavras- chave: Pipridae, Ecétono Amazénia — Cerrado, Neotropical, subespécies, fluxo génico

stepping stones.
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Genetic analysis reveals the occurrence of two Pipra fasciicauda (Hellmayr 1906) lineages in

the Mato Grosso state

ABSTRACT: In this study, we assessed the genetic variation of Pipra fasciicauda in northern and
central Brazil, including areas in the Cerrado, the Amazon and the Amazon-Cerrado ecotone, from
the analysis of mitochondrial ND2 gene. The reconstruction of specimens’ evolutionary relationships
by the methods of maximum likelihood and Bayesian analysis indicated the existence of two markedly
distinct lineages. One of them (S-O lineage) was found in the ecotone region, (in the western state of
Mato Grosso and southeastern state of Ronddnia), in the Cerrado region (southern Mato Grosso) and
in Pantanal region (southwestern Mato Grosso). The other one (N-L lineage) was detected in the
ecotone region (in northeastern Mato Grosso), in the Cerrado region (northwestern state of Tocantins)
and in the Amazon region (state of Para). These lineages must correspond to P. f. calamae (S-O
lineage) and P. f. scarlatina (N-L lineage) and possibly their sorting occurred during the Pleistocene
period. The historical demographic analysis showed signs of population expansion for the S-O
lineage, and the haplotype network suggested that this lineage experienced lineage experienced
expansion of its distribution and it reached the area of occurrence of the N-L lineage. Finally, it was
also evaluated the role of the middle Araguaia river in the genetic structure of the N-L lineage
subpopulations. The lack of genetic structure and haplotype sharing among subpopulations from
opposite banks of the middle Araguaia river, suggests a low potential of this river to promote
population divergence for this species. The presence of islands along the river should increase its
permeability for individuals of P. fasciicauda that may use them as stepping stones to move between

the banks.

Keywords: Pipridae, population structure, Amazon-Cerrado Ecotone, Neotropical, historical

demography, stepping stones, gene flow.
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INTRODUGAO

Pipra fasciicauda (uirapuru-laranja) € uma espécie neotropical de pequeno porte (cerca de
11cm de comprimento e peso variando entre 11,5 a 15g) pertencente a subordem Suboscine e
familia Pipridae, um dos grupos mais distintivos e carismaticos, dentre as aves Neotropicais. Habita o
sub-bosque e estrato médio de matas secas, matas de transi¢gdo, matas de galeria e cerraddo. Sua
distribuicdo abrange o Peru, norte e nordeste da Bolivia, sudeste do Paraguai e extremo norte da
Argentina (Missiones). No Brasil, distribui-se na Amazodnia Meridional e Brasil Central, incluindo sul
do Mato Grosso do Sul, sul de Goias e oeste de Minas Gerais. Ocorre também no noroeste de Sao
Paulo e apresenta populagdes isoladas no nordeste. Inclui cinco subespécies com as seguintes
distribuicbes geograficas: P. f. fasciicauda: sudeste do Peru (norte de Puno), norte e nordeste da
Bolivia (proximo de Cochabamba nos Andes e norte de Santa Cruz); P. f. calamae: area limitada ao
alto Rio Madeira e extremo noroeste do Mato Grosso; P. f. saturata: zona tropical do norte do Peru e
leste dos Andes (San Martin); P. f. purusiana: leste Peru e sul da Amazénia (sul Loreto até Cusco) e
oeste do Brasil (Acre, acima do rio Purus no estado do Amazonas); P. f. scarlatina: interior do Brasil
do centro do Para (ao sul de Belém) até Mato Grosso do Sul, sul de Goias, oeste da Bolivia (Pando,
Beni), sudeste do Paraguai e extremo nordeste da Argentina (Missiones) (Snow 2004).

A avaliagao dos polimorfismos genéticos em populagbes naturais € um procedimento chave
para compreensao dos fendmenos evolutivos, demograficos e ecoldgicos (Avise 2000). As analises
filogenéticas, utilizando dados moleculares contextualizados geograficamente, conforme proposto por
Avise et al. (1987), integram os mais diversos campos da ecologia e da biologia evolutiva buscando
elucidar os mecanismos que direcionam a variagdo genética entre populagdes e a especiacao
(Hickerson et al. 2010). O DNA mitocondrial (mtDNA) possui caracteristicas que proporcionam maior
facilidade e eficiéncia para reconstrucéo da histdria filogenética de um grupo, tais como auséncia de
recombinagdo, assumida neutralidade, pequeno tamanho efetivo populacional e, consequentemente,
um menor periodo para se recuperar a monofilia reciproca entre os individuos procedentes de
diferentes regides geograficas (Avise 2000). Além destas caracteristicas, os dados de mtDNA
frequentemente corroboram informagbes dos marcadores nucleares, nos padrées da histéria
populacional das aves (revisado por Zink & Barrowclough 2008). Por todos esses aspectos, o

mtDNA tem sido o principal marcador molecular utilizado nos estudos com animais.
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Uma questdo fundamental para a biologia da conservagédo trata-se da identificacdo de
unidades evolutivamente significantes (ESUs), que podem existir abaixo do nivel de espécie. Estas
unidades demandariam atencado especial devido a suas peculiaridades genéticas e/ ou ecoldgicas
(Ryder 1986). Embora diferentes definicbes de ESU tenham sido propostas (e.g. Ryder 1986; Moritz
1994), todas incorporam algum grau nas qual as populagdes sao historicamente isoladas bem como
uma avaliagdo de suas particularidades ecoldgicas (Crandall et al. 2000). Uma abordagem para
identificar as ESUs ¢é wusar informagbes genéticas para caracterizar linhagens distintas
filogeneticamente. Tais unidades podem requerer protecao, por conter significantes componentes da
histéria evolutiva de uma espécie (Moritz 1994).

Se as prioridades de conservacdo sdo baseadas em espécies, subespécies ou unidades
evolutivamente significantes (ESUs), estudos genéticos tém sido cada vez mais utilizados, para
determinar os limites geograficos e evolutivos destas entidades. Apesar da importancia em se definir
estas unidades, as delimitagcbes de espécies, subespécies e populagdes nem sempre séo claros e os
avangos na genética da conservagao tem sido Uteis para resolver algumas questdes pendentes por
longos periodos (Haig ef al.2011).

Deste modo, estudos de sistematica molecular abaixo do nivel de espécie podem auxiliar a
determinacgao taxonémica em nivel de subespécie. A analise da variacdo de sequéncias do mtDNA,
dentro e entre as subespécies pode revelar se estas estdo evoluindo de forma independente ou se
estdo em algum estagio intermediario de isolamento. Em particular, se uma subespécie esta
evoluindo de forma independente, a analise filogenética, baseada em um gene mitocondrial, devera
mostrar que todas as sequéncias de uma subespécie compartilham uma mesmo ancestral comum,
que nao é encontrado nos individuos de outras subespécies, padrdo denominado de monofilia
reciproca (Avise 2000).

Enquanto ha um consenso sobre a importdncia de se conservar as espécies para a
manutencao da biodiversidade, a existéncia, identificacdo e conservacdo de subespécies ndao tém
sido consensual (Zink 2004; Winker & Haig 2010). Segundo Mayr (1982), subespécies podem ser
consideradas como membros integrantes de uma espécie politipica, que reune varias populacdes
diferenciadas uma das outras, de acordo com as variagbes geograficas encontradas na area de
distribuicdo da espécie, mas entre as quais ocorre fluxo génico. Subespécies também podem ser

definidas como populagdes que apresentam gendtipos ou fendtipos (ou ambos) distinguiveis e
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mensuraveis, ocupando uma area geografica distinta, dentro da distribuicdo geografica da espécie
(Remsen 2010). O agrupamento abaixo do nivel de espécie pode incorporar respostas evolutivas a
heterogeneidade espacial, devido a selegdo diferencial ou a processos neutros e estocasticos.
Alguns dos mais fortes argumentos sobre a validade do conceito de subespécie recaem sobre a
tentativa de delinear os seus limites (Winker 2010), isto é, até que ponto a variagdo geografica nos
individuos é consideravelmente diferenciada que justificaria considera-los como uma subespécie e
qual seria o nivel de diferenciagdo que poderia promover uma subespécie alcangar o status de
espécie.

Embora as espécies (e subespécies) sejam tradicionalmente definidas por meio de
caracteres morfolégicos e comportamentais, com os avangos na biologia molecular, tém-se
empregado marcadores moleculares (seletivamente neutros), que podem prover um caminho
adicional para a delimitagdo taxonémica (Winker & Haig 2010). Entretanto, em muitos casos, as
informagbes moleculares ndo sdo congruentes com a definicdo de subespécies pelos métodos
tradicionais (Zink et al. 2010). Esta falta de concordancia tem levado alguns autores a sugerirem que
métodos moleculares (isto €, mondfilia reciproca entre sequéncias mitocondriais) deveriam ser
preferencialmente utilizados para definir as unidades de conservagao (Moritz 1994; Zink 2004).

Outros sugerem que a discordancia deveria ser esperada, ao se comparar informagdes de
dados moleculares neutros (para se examinar niveis de divergéncia), com informagdes fenotipicas
que, provavelmente, sao reflexo de um processo seletivo (isto €, ndo neutro). O caso mais evidente
para identificacdo de uma ESU é quando as variagdes filogeograficas (indicativas da historia) e a
variagdo fenotipica (indicativo das particularidades ecoldgicas) coincidem, sugerindo longo
isolamento das linhagens sob pressdo da selegdo divergente, o qual tem levado a diferengas
adaptativas entre as populag¢des (Crandall et al. 2000).

O entendimento sobre a contribuigéo relativa de fatores neutros e adaptativos (bem como, a
interacao entre estas duas forgas) é de fundamental importancia para compreenséo dos mecanismos
evolutivos de diversificagao (Mila et al. 2009). Um numero crescente de estudos, com ampla
variedade de taxons tem documentado o papel da selegdo em promover a diferenciagao fenotipica,
mesmo na presenca de fluxo génico, ao longo de gradientes ecoldgicos entre populagbes
parapatricas (Smith et al. 1997, 2005; Orr & Smith 1998; Schneider et al. 1999; Ogden & Thorpe

2002; Petren et al. 2005; Nosil et al. 2008). Entretanto, nas latitudes tropicais, caracterizadas por
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altos niveis de diversidade biolégica, um grande conjunto de evidéncias, tem dado suporte ao papel
dos fatores alopatricos, em direcionar a divergéncia genética entre as populagdes e a especiacado
(e.g. Aleixo 2004; Cheviron et al. 2005; Gonzalez et al. 2011; Patel et al. 2011; Naka et al. 2012).

Um dos mecanismos alopatricos, baseado em barreiras geograficas, € conhecido como
Hipdteses dos Rios (de A. R. Wallace). O mais importante papel da separacgdo geografica é restringir
e nao necessariamente eliminar o fluxo génico entre populagdes, impedindo a existéncia de
populagdes adaptadas a habitats intermediarios ao longo de uma clina e que manteriam o fluxo
génico entre populagdes selecionadas de forma divergente (Rice & Hostert 1993). Sick (1967),
apoiado em observacgdes realizadas por Wallace e Snethlage, propds que os precursores de muitas
espécies de aves contemporaneas sao anteriores a atual configuragdo da drenagem dos rios
amazonicos. O estabelecimento da drenagem atual poderia ter promovido o isolamento geografico
das populagbes, causando divergéncia genética e especiacdo, sendo o “efeito barreira” dos rios,
mais intenso para espécies florestais. Este autor ainda ressaltou a importancia de ilhas dispersas nos
grandes rios da Amazdnia. Por meio delas, a largura das barreiras aquaticas seria diminuida
consideravelmente, caso contrario, a travessia de rios de grande porte por diversas espécies de aves
deveria ocorrer rarissimas vezes.

Neste estudo, foi avaliada a variabilidade genética de populagbes de P. fasciicauda em
diferentes regidbes da area de transicdo Amazonia- Cerrado, buscando verificar a existéncia de
diferentes linhagens na regido. Também foi investigada a importancia do médio rio Araguaia, entre os

estados de Mato Grosso e Tocantins, como barreira para esta espécie.

OBJETIVO GERAL
Avaliar a variabilidade genética das populagbes de P. fasciicauda na regiao de transi¢ao
Amazédnia — Cerrado, Cerrado e Amazénia e averiguar o papel do médio Rio Araguaia na divergéncia

de suas subpopulacdes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Analisar a estrutura genética e a histéria demografica das populagdes;
b) Avaliar a influéncia da distancia geografica na diferenciagdo genética das populagoes;
c) Determinar a distancia genética entre as populagoes;

d) Determinar a diversidade haplotipica e nucleotidica das subpopulagées;
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e) Estimar o tempo de diversificagdo das linhagens.
MATERIAL E METODOS
AREA DE ESTUDO

Ecétono Amazénia - Cerrado

A Bacia do Araguaia separa-se da Bacia do Xingu por uma distancia média de 150 km,
sendo a Serra do Roncador o divisor de aguas entre elas (Eiten 1975). Assim, a regido
compreendida pela bacia dos altos cursos dos rios formadores do Xingu, representaria uma zona de
transicéo entre a Amazénia e o Cerrado do Planalto Central. A medida que a floresta amazénica vai
avancgando para o sul, sua fisionomia também vai se modificando, em funcao do clima estacional. Ja
no contato com o Cerrado da regido Centro-Oeste, o seu aspecto seria o de uma "mata seca", pois
assume um carater francamente semideciduo, no periodo mais intenso da estiagem, e reduz-se as
matas de galeria, vivendo a custa da umidade dos fundos dos vales estreitos junto aos cursos d'agua
como uma verdadeira intrusa no dominio das formagbes campestres ou savanicas (Soares 1953).

O clima da regiao é classificado como Tropical Chuvoso de Savana (Aw) pelo sistema de
Koéppen (Vianello & Alves 1991). Dados climaticos para os municipios de Porto dos Gauchos,
Gaucha do Norte e Nova Xavantina obtidos por Ivanauskas et al. (2008) entre os anos de 1998 e
2000 indicaram que a temperatura média anual (25,7 £ 1,7 °C) é praticamente constante e mantém-
se sempre superior a 18°C, caracterizando um clima quente (Nimer 1977), sendo as temperaturas
mais elevadas registradas na primavera, pouco antes do inicio da estagdo chuvosa. A precipitagéo &
caracteristicamente tropical (Nimer 1977), ja que mais de 70% ocorre durante o verdo (dezembro a
margo), sendo o periodo seco (sensu Walter 1986) compreendido entre o final de maio e inicio de
novembro. Portanto, a regido do Alto Xingu apresenta um clima estacional, que n&do é umido o
suficiente para sustentar uma floresta ombrdfila, mas também n&o sofre 0 mesmo grau de estresse
hidrico das florestas estacionais semideciduais, o que resulta numa flora distinta de ambas as
formacdes (lvanauskas et al. 2008). Deste modo, a borda sul da provincia amazénica, nesta regiéo,
apresenta uma composicao floristica prépria, sendo classificada na categoria de Floresta Estacional
Perenifdlia (lvanauskas et al. 2008). Essa formagédo apresenta alta similaridade floristica com as
Florestas de Galeria do Planalto Central e também com as florestas de interflivio da Bacia do

Araguaia, consideradas monodominantes devido ao elevado destaque de Brosimum rubescens
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Taub. na estrutura da comunidade. A presenga marcante desta espécie, que é endémica da bacia
amazobnica, revela uma ligacao floristica com a Floresta Ombrdfila, apesar do clima estacional,
situando-as na condicao de florestas de transi¢ao (lvanauskas et al.2008).

Os solos da Bacia do rio Xingu sao caracterizados pela baixa disponibilidade de nutrientes e
elevada toxidez por aluminio. Nas areas de interflivio, predomina o Latossolo Vermelho-Amarelo de
textura média, com solos profundos e de melhor drenagem. O Neossolo Fluvico de textura argilosa
esta presente nas varzeas e, apesar da maior quantidade de potassio, possui problemas de
drenagem e teores de aluminio mais altos (EMBRAPA 1999).

Nos municipios de Canarana e Ribeirdo Cascalheira - estado de Mato Grosso, a regido de
ecotono apresenta faixas de cerraddo distréfico com Hirtella glandulosa, Emmotum nitens,
Sclerolobium paniculatum e Vochysia haenkeana, tipicas espécies indicadoras. Essa regido
caracteriza-se por uma transicao abrupta de Cerrado para Floresta Amazdnica, com espécies que
variam em suas afinidades floristicas, ocorrendo desde Qualea grandiflora, a arvore mais
amplamente distribuida em area core do Cerrado, até espécies Amazonicas, como Tetragastris
altissima e Xylopia amazonica, juntamente com generalistas de ampla distribuicdo em floresta e
cerradao, como Tapirira guianensis, Amaioua guianensis e Chaetocarpus echinocarpus (Marimon et
al. 2006). O solo predominante nesta regido é o Latossolo Vermelho-Amarelo com textura argilo-
arenosa e, em menor extensao, Neossolo Quartzarénico distréfico (EMBRAPA 1999).

O municipio de Comodoro situa-se nas sub- bacias do Guaporé e Juruena em uma area de
tensao ecoldgica, com predominio de Floresta Ombréfila com arvores até 30 m e Savana Florestada
(Cerradao) com arvores até 12 m, com estratos herbaceos, arbustivos e arbéreos. O clima desta
regido é tropical continental sendo quente, Umido, a temperatura média anual de 23 °C e maior
maxima 36 °C. A precipitagdo média anual chega a 2.000 mm (Amaral & Fonzar 1982). O municipio
de Chupinguaia (RO) situa-se também em uma area de tensdo ecolégica, com predominio de
Floresta Ombrdfila com arvores até 25 m, Floresta Estacional semidecidual com representantes de
até 20 m e Savana Florestada (Cerradao) com arvores até 15 m, com estratos herbaceos, arbustivos
e arboreos. O clima desta regido € equatorial Am | (clima Tropical Chuvoso de Mongdo —
caracterizado por apresentar breve estacao seca e chuvas intensas durante o resto do ano (Ayoade
1996)), sendo quente e umido, com curta estacdo de seca, a temperatura média anual de 23°C. A

precipitagcdo anuais variam de 1.800 a 2.400 mm (Barros-Silva 1978).
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Rio Xingu

O rio Xingu possui uma extensao de 1.500 km, desde suas nascentes no Planalto Central
Brasileiro até sua foz no rio Amazonas, e drena uma area de 540.000 km? (Miranda et al., 1988).
Nasce a oeste da Serra do Roncador e ao norte da Serra Azul, no leste do Mato Grosso e corre na
direcao sul-norte, paralelo aos rios Tapajos e Tocantins. Apds percorrer pouco mais de 2.000 km
desagua ao sul da ilha de Gurupa (Para), na margem direita do Amazonas, do qual € um dos
maiores afluentes. Na regido do médio e baixo rio Xingu a vegetacdo predominante é floresta
ombrdfila densa que apresenta um dossel compacto e situado entre 30 e 35m de altura (Salomé&o et
al. 2007).

Na regido de Altamira, municipio localizado na grande curva do baixo rio Xingu, as principais
unidades de paisagens sdo as florestas ombrofilas umidas (podendo ser abertas ou densas); a
vegetagado aluvial (diretamente influenciada pelo sistema hidrolégico do rio Xingu); as florestas
secundarias recentes e antigas; as areas de capoeiras abandonadas pela agricultura familiar e uso
agropecuario; as pastagens. Em média, cerca de 60% da cobertura vegetal original ja foram
convertidos para uso agropecuario (Salomao et al. 2007). A precipitagdo média anual é de 2.214 mm.
O trimestre mais chuvoso é o de fevereiro a abril, que corresponde a 44% da precipitacéo anual, e o
periodo menos chuvoso, de junho a novembro, com uma estagdo seca marcada de quatro meses.
De acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia, a temperatura do ar no Estado do Para
apresenta pequena variagdo sazonal, com temperaturas médias acima de 25°C em todos os meses
do ano. A umidade relativa é elevada, com valores acima de 80% em todos os meses do ano

(Moraes et al. 2005).

Rio Araguaia

O rio Araguaia, principal rede de drenagem totalmente inserida no dominio do bioma Cerrado,
estende-se por 2.110 km até desaguar no rio Tocantins. O médio curso, desde Registro do Araguaia
até Conceicdo do Araguaia, apresenta 1.160 km de extensdo. Neste setor o rio aumenta
consideravelmente sua area de drenagem, como consequéncia da entrada de importantes tributarios
como o rio das Mortes, alcangando uma area aproximada de 321.000 km2. O canal flui através de
uma planicie aluvial bem desenvolvida até alcangar as terras baixas da planicie do Bananal. Com

mais de 90.000 km2, esta planicie ocupa aproximadamente 23% da bacia fluvial (Latrubesse &
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Stevaux 2006). O clima na area da bacia é do tipo continental tropical imido (Cw) na classificagéo de
Kdppen, com temperatura média anual de 22°C, precipitacao média entre 1.300 a 1.800 mm (Nimer,
1989) e duas estagdes bem definidas, a chuvosa, entre novembro e abril, e a seca que se estende
de maio até outubro (Latrubesse & Stevaux 2006).

A vegetacdo na regido da foz do rio das Mortes com o rio Araguaia, onde se situam os
municipios de Novo Santo Antdnio e Luciara, € composta por matas inundaveis, capdes, cerraddes,
cerrados, campos de murunduns (localmente denominados de ‘varjdo’), campos cerrados de
Vochysia rufa e campos de Byrsonima orbignyana. As principais familias de plantas séao
Caesalpiniaceae, Annonaceae, Myrtaceae, Arecaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae e Rubiaceae.
Destaca-se a ocorréncia de varias espécies de Eugenia e Byrsonima, que produzem frutos
potencialmente importantes para a fauna silvestre. Dentre as plantas mais frequentes estao Alibertia
edulis, Andira cuyabensis, Maprounea guianensis, Byrsonima orbignyana e Caryocar sp. (Marimon &

Lima 2001).

Cerrado

O Bioma Cerrado é composto por uma matriz predominante de vegetagédo savanica em que
ocorrem outras formagdes vegetais, totalizando 11 diferentes fitofisionomias (Ribeiro & Walter 2008).
Entre as fitofisionomias savanicas, destaca-se o cerrado sentido restrito, que possui cobertura
arborea variando de 10 a 60% (Eiten 1979) e pode ser subdividido em cerrado denso, cerrado tipico,
cerrado ralo e cerrado rupestre, com base nas densidades dos componentes arbustivo-arbéreo e
subarbustivo-herbaceo, bem como nas propriedades do substrato (Ribeiro & Walter 2008). Na regido
leste do estado de Mato Grosso, onde se situam os municipios de Primavera do Leste, Barra do
Gargas, a vegetagao de cerradao caracteriza-se pela presenga de espécies como Hirtella glandulosa
Spreg., Sclerolobium paniculatum Vog. e Xylopia aromatica (Lam.) Mart., enquanto no cerrado sensu
stricto, destacam-se Qualea parviflora Mart., Davilla elliptica A. St.-Hil. e Roupala montana Aubl.
(Marimon & Haridasan 2005). No municipio de Jangada a vegetacdo predominante é savana arbérea
aberta (Campo Cerrado). Esta formacao ocupa grandes areas, apresentando diferentes tipos de solo
e relevo, caracterizando-se por uma fisionomia campestre com arvoretas e um estrato graminoso

continuo (RADAMBRASIL 1992).
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O clima da regiao é do tipo AW (clima quente e Umido) de acordo com a classificagdo de
Koppen, com duas estagdes bem definidas. Em Barra do Gargas o verao chuvoso ocorre de outubro
a margco e o inverno seco de abril a setembro. A precipitacdo média anual € de 1600 mm e a
temperatura média anual 25,6 °C. No periodo de outubro a margo, ocorrem as maiores precipitagdes
pluviométricas e as primeiras chuvas ocorrem no més de setembro. A precipitacdo média no periodo
chuvoso (outubro a margo) é 1400 mm e a temperatura 26,3 °C. No periodo seco (abril a setembro) a
precipitacdo média € 180 mm e a temperatura 24,9 °C (Bartimachi et al. 2008) e em Primavera do
Leste, a precipitagao pluviométrica € em torno de 1.560 mm/ano, variando de 5 mm a 300 mm como
média mensal, sendo abundante no ver&o entre outubro a abril, com o inverno seco de maio a
agosto. A umidade relativa do ar tem a média variando de 65% a 87% e temperatura média variando
de 18°C a 24°C, com temperatura minima oscilando entre 10°C e 19°C e a temperatura maxima

variando entre 29°C e 34°C (Santana et al. 2008).

Parque Estadual do Cantao

Localiza-se no municipio de Pium e possui uma extensdo de 90.000 ha, sendo circundado
por trés rios: o Javaés ao sul, o Araguaia a oeste e o Coco a leste, com a confluéncia dos dois
ultimos no extremo norte do parque. No periodo chuvoso (outubro a abril) toda a planicie é alagada,
havendo um aumento de 7 a 10 m no nivel da agua dos rios. No periodo de estiagem (maio a
setembro), o clima é seco, com significativa redugéo do nivel das aguas, o que faz emergir varios
bancos de areia nos leitos dos canais e rios da regido. No Parque foram definidos cinco
ecossistemas naturais: aguas interiores (lagos e rios), ilhas fluviais, varjdes, matas de terra firme

(localmente denominada de mata de torréo) e matas de varzea (Tocantins 2004).

Pantanal

O municipio de Céceres localiza-se em regido noroeste do Pantanal Mato-grossense, na
bacia do alto rio Paraguai. A sub-regido de Caceres possui uma area de 12.456 km2 ocupando
9,01% da planicie pantaneira (Silva & Abdon 1998) e agrega areas parciais dos municipios de
Caceres e Lambari D'Oeste. Delimita-se a Oeste pelo rio Corixo Grande; ao Norte pelo planalto

adjacente; a Leste pelo rio Paraguai e Serra das Araras e ao Sul pelos rios Paraguai e Corixo
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Grande. As fitofisionomias de maior ocorréncia nessa sub-regido sdao, em ordem decrescente, os
contatos floristicos do tipo ecétono entre formagdes pioneiras e cerrado, savana arborizada (cerrado)
e savana gramineo-lenhosa (campo). Estas trés fitofisionomias representam aproximadamente 75%
da cobertura vegetal da sub-regido de Caceres (Abdon & Silva 2008). O clima é quente, com o
semestre de inverno seco e regime de precipitagdo marcadamente estival, que define o carater
estacional Aw, segundo Képpen. A pluviosidade oscila entre 800 e 1400 mm/ano, com 80% das

chuvas ocorrendo entre os meses de novembro e margo (Cadavid-Garcia 1984).

Localidades amostradas

Amostras de P. fasciicauda foram oriundas de trés localidades da transicdo Amazoénia -
Cerrado, no leste do estado de Mato Grosso (Ribeirdo Cascalheira, Novo Santo Antdnio e Luciara).
Também foram analisadas amostras obtidas de colegbes cientificas (da colegdo Ornitolégica da
Universidade do Estado de Mato Grosso (n = 17) e do banco de tecidos do laboratério de Malaria da
Universidade Federal de Minas Gerais; n = 4), provenientes de localidades situadas em regido de
ecotono (Comodoro - MT e Chupinguaia- RO), em regido do Pantanal Mato-grossense (municipio de
Caceres), bem como em area de Floresta Amazénica no Para (municipio de Altamira), de Cerrado
situado no estado de Mato Grosso (municipios de Jangada, Primavera do Leste e Barra do Gargas) e

estado de Tocantins (Parque Estadual do Cantao situado no municipio de Pium) (Figura 1).
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Coleta de amostras em campo

Exemplares de P. fasciicauda foram capturados com redes de neblina para coleta de
amostras de sangue. Trés caixas de som portateis, colocadas préoximo as redes de neblina logo apés
sua abertura, permaneceram ligadas emitindo a vocalizagdo de P. fasciicauda, com o intuito de atrair
os individuos em diregao as redes.

Como cada localidade foi amostrada apenas uma Unica vez, ndo se fez necessaria a
utilizagao de anilhas e os espécimes foram marcados com um pequeno corte (cerca de 5 mm), na
extremidade da rémige primaria esquerda mais externa, para evitar uma possivel repeticdo da coleta
de sangue de individuos recapturados.

O sexo (macho, fémea ou indeterminado) de cada individuo foi registrado. Dos exemplares
adultos foram obtidas amostras de 0,1 ml de sangue (preservadas em etanol absoluto), a partir da
veia braquial de cada espécime, utilizando-se agulha de insulina e tubo capilar. Em cada local
amostrado, dois espécimes foram coletados como material bioloégico testemunho e serdo
depositados na Colegcdo Ornitologica Marcelo Bagno do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Brasilia os demais espécimes capturados foram liberados no mesmo local da

captura, apés terem sido fotografados.

Sequenciamento e alinhamento do DNA mitocondrial

Foi sequenciado o gene mitocondrial ND2 (subunidade 2 da NADH desidrogenase),
codificador de proteina.

Primeiramente, o DNA gendmico foi extraido por meio do protocolo de fenol-cloroférmio-
alcool-isoamilico (Sambrook et al. 1989). A visualizagdo do DNA total extraido foi realizada através
da técnica de eletroforese utilizando-se gel de agarose a 2%. Para amplificagdo do gene ND2
(1041pb)  foram empregados 0os  seguintes pares de  primers L5215 (5-
TATCGGGCCCATACCCCGAAAAT- 3’) (Helm-Bychowski & Cracraft 1993) e H5578 (5'-
CCTTGAAGCACTTCTGGGAATCAGA — 3’) (Hackett 1996). Para amplificacdo de fragmentos
menores (560pb), foram utilizados 0s seguintes os  primers L5758 (5-
GGNGGNTGRRBHGGNYTDAAYCARAC-3') (Johnson & Sorenson 1998) e H 5766 (5-
DGADGARAADGCYARRAYYTTDCG - 3’) (Johnson & Sorenson 1998). Estes foram associados com

os primers L5215 e H5578 formando os seguintes pares: L5215/ H 5766 e L5758/H5578.
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Todas as reagdes em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas em volume final de 20
ML, consistindo de: 2 yL amostra de DNA (~50ng), 1 uL de cada primer (10pMol), 10 yL de goTaq
Dna Polimerase (Invitrogen Life Technologies) e 6 yL de H,O deionizada estéril. Foi empregado o
termociclador Applied Biosystems nas seguintes condig¢des: fase inicial de denaturagdo de 2 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50° e 2 min a 72°C com extens&o final de 5 min a
72°C. Ap6s a realizagéo da PCR, o tamanho correto do fragmento e a presenga de um Unico produto
de amplificagao foram confirmados via eletroforese em gel de agarose 2%.

O produto resultante da PCR foi tratado por meio do protocolo de purificagcdo com
polietilenoglicol (PEG) a 20% e o processo de sequenciamento realizado pela companhia de
biotecnologia Macrogen Inc. Os arquivos resultantes do sequenciamento foram transferidos para o
programa Geneious R 8.0.4 (Biomatters Ltd.) para alinhamento das sequéncias (empregando-se o
algoritmo Clustal- W) (Thompson et al. 1994), realizando-se inspeg¢do visual do alinhamento e
possivel correcao de inser¢des e delegdes, se observadas.

Para investigar se os fragmentos de DNA n&o incluiram pseudogenes de origem nuclear, foi
verificado se todos os codons foram traduzidos em aminoacidos e que nenhum cédon de parada
ocorresse dentro do frame de leitura. O programa Data Analyses and Molecular Biology and

Evolution — DAMBE (Xia 2013) foi utilizado para evidéncia de saturagao de bases.

ANALISE DOS DADOS

Estimativas de variabilidade e Estrutura populacional

Foram estimadas as medidas de variabilidade genética de P. fasciicauda, por localidade,
exceto no caso de Chupinguaia e Comodoro — MT, localidades adjacentes com vegetagao de floresta
de transicao, situadas na regido oeste da area de estudo. Devido a menor quantidade de amostras e
por serem areas adjacentes, com maior proximidade, os dados destas duas localidades foram
agrupados, sendo denominados de floresta de transigdo Oeste.

Utilizando-se a matriz de sequéncias alinhadas foram estimados os seguintes pardmetros de
variabilidade, utilizando-se - programa DNAsp (Rozas et al. 2003): numero de haplétipos (h);
diversidade haplotipica (Hd), probabilidade que dois haplétipos escolhidos aleatoriamente sejam

diferentes em uma amostra e diversidade nucleotidica (: nimero médio de diferengas nucleotidicas
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por local entre as sequéncias) (Nei 1987). A comparagéo entre os valores da diversidade haplotipica
(Hd) e diversidade nucleotidica (1) foi realizada empregando-se o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney (Teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney).

As relagdes filogenéticas das populagdes foram construidas, com auxilio do programa
RAXxMLv.7.0.4 (Stamatakis 2006), empregando-se o método de maxima verossimilhanga e o método
de analise Bayesiana, implementado no programa MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). A
significancia e a robustez dos noés das arvores, obtidas pelo método de maxima verossimilhanga,
foram estimadas por analise de bootstrap com 1.000 réplicas e o suporte para a arvore Bayesiana foi
avaliado utilizando-se a probabilidade posterior. O modelo evolutivo considerado nos métodos de
maxima verossimilhanga e andlise Bayesiana foi obtido com o uso do programa jModelTest 2.1.5
(Darriba et al. 2012). A espécie utilizada nas reconstru¢des filogenéticas como grupo externo foi

Pipra filicauda e sua sequéncia foi obtida no banco de dados do GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov). A

utilizagao desta espécie como grupo externo foi determinada pela sua proximidade filogenética com
P. fasciicauda (Régo et al. 2007; Ohlson et al. 2013), também evidenciada por meio das
comparagoes realizadas através do recurso BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do GenBank

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cqgi). Este recurso permite consultar a base de dados de

sequéncias nucleotidicas do NCBI (National Center for Biotechnology Information), com uma
determinada sequéncia, a ser comparada com outras depositadas no banco de dados, a fim de se
encontrar as espécies que apresente sequéncias de maior similaridade com a sequéncia de entrada.

O tempo de divergéncia até o ancestral comum mais recente foi estimado, através de uma
abordagem bayesiana, assumindo-se o modelo Yule speciation prior. Para esta analise, foi utilizado o
programa BEAST 2.1.3 (Drumond & Rambaut 2007). O modelo evolutivo foi determinado por meio do
programa jModelTest 2.1.5 (Darriba et al. 2012) e o arquivo utilizado criado por meio do aplicativo
BEATi 2.1.3. As taxas de calibragdo utilizadas foram de 2,1% de substituigbes nucleotidicas por
milhdo de anos (Weir & Schluter 2008) e a taxa de 4,0% de substituigcdes nucleotidicas por milhdo de
anos (taxa intraespecifica do gene mitocondrial ND2, estimada para espécies de Nesomimus em
Galapagos) (Arbogast et al. 2006). As analises foram executadas por 10 milhdes de geracdes com
arvores e parametros estimados a cada 1.000 geragbes. O resultado para a convergéncia foi
verificado no programa TRACER 1.6, assegurando que a amostragem da distribuigdo posterior tenha

alcancado o tamanho efetivo minimo suficiente para garantir as estimativas dos parametros.
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Com intuito de avaliar se ha isolamento pela distancia entre as subpopulagdes, foi realizado o
Teste de Mantel, que analisa a correlagdo entre distancia genética e distancia geografica. Este
procedimento foi realizado com o uso do programa Fstat 2.9.3. (Goudet, 1995). O grau de
diferenciagdo entre os grupos de individuos, provenientes de diferentes localidades, foi avaliado pela
estimativa dos indices de fixagao Fg par-a-par, empregando-se o programa Arlequim 3.5.1.2. e sua
significancia (p < 0,05) testada por meio de permutagdes dos haplétipos (1023 permutagdes) entre as
subpopulagées, considerando como valor de significancia (p) as propor¢des de permutagdes que tém
um valor de Fg maior ou igual ao observado. Nesta analise € possivel se obter valores negativos de
Fst (Excoffier et al. 1992).

A distancia genética média entre as populagdes foi calculada utilizando-se o modelo de
distancia de Kimura 2- Parametros (K2P; Kimura 1980) no programa MEGA 6.06.

A partir da matriz de sequéncias foram obtidas redes de haplétipos, utilizando-se o método
de median-joining com posterior analise de maxima parciménia, por meio do programa Network

4.2.0.1 (Polzin & Daneschmand 2003).

Estimativas de mudangas demograficas

Para determinar os tragos genéticos causados por possiveis mudangas demograficas
histéricas nas populagdes, tais como rapidas expansbes populacionais ou efeito gargalo
(bottlenecks), foram estimados os indices de neutralidade D (Tajima1989), F (Fu 1997) e R, (Ramos-
Onsins & Rozas 2002). O teste D'Tajima usa a média de diferengas par-a-par e o nimero de sitios
segregantes e testa a hipotese de todas as mutagcdes serem neutras. Valores negativos (D< 0)
também podem ser interpretados como indicativo de populagdes que experimentaram mudancgas de
tamanho D (Tajima 1989). O teste de F¢ (Fu, 1997) que se baseia na comparagéo entre um valor de
0 (0 = 4Np onde N é o tamanho efetivo populacional e p é a taxa de mutagdo por sequéncia por
geragdo), estimado a partir do nimero de haplétipos (BH), e a partir da média de diferengas
nucleotidicas entre duas sequéncias (61). Valores de F; significativos e negativos (p < 0,01) sdo
gerados pelo excesso de mutagdes, 0 que caracteriza um sinal de expansao populacional.

A estatistica R, é definida por meio da seguinte expressédo (Ramos-Onsins & Rozas 2000):

(3 (vi-5) /)
= 5
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Onde n é o tamanho da amostra, S € o numero total sitios segregantes, K o numero médio
de diferengas nucleotidicas entre duas sequéncias e U, o numero de mutagdes na sequéncia i. A
I6gica desse teste é que o numero esperado de mutagdes unicas em um ramo da genealogia depois
de um recente e severo evento de crescimento populacional é K/2; consequentemente, baixos
valores de R, sdo esperados diante deste cenario demografico (P é a probabilidade de se obter
valores de R, simulado < R, observado, baseado em 1.000 simula¢des de coalescéncia. Neste caso,
a hipotese nula é de que o tamanho populacional permaneceu constante).

Conforme sugerido por Ramos-Onsins & Rozas (2000), a estatistica R, seria mais apropriada
para pequenos tamanhos amostrais (devido a maior robustez do teste nesta condigdo), enquanto o
teste Fu's Fs para grandes tamanhos amostrais. Estes autores alertam para possiveis discrepancias
entre estes testes, devido as estatisticas R, e Fu’s Fs usarem diferentes tipos de informagéo.

Foram Também calculadas as curvas de Mismatch distributions (Rogers 1995). O programa
DNAsp (Rozas et al. 2003) foi utilizado para realizagéo destas estimativas.

Na curva de Mismatch distribution, a frequéncia de pares de individuos de uma populagao,
que diferem por um dado nimero de substituigbes nucleotidicas, sdo escolhidos randomicamente e
as frequéncias esperadas sob um modelo de rapida expansdo demografica € entdo calculado. Estas
frequéncias esperadas sdo sobrepostas as frequéncias observadas e a significancia da diferenca
entre os valores observados e esperados € dada pela soma dos desvios dos quadrados (SSD). (P é
a probabilidade de se obter valores de SSD simulados = SSD observados, baseado em 1.000
simulacgdes de coalescéncia). Uma curva apresentando um padrao do tipo Smooth Poisson mismatch
caracteriza rapida expansdo demografica e o indice Raggedness (R) (Harpending 1994) é usado
para medir a suavidade (smoothness) da distribuicdo observada. Baixos indices s&o indicativos de
rapida expansao demografica. P (R) € a probabilidade de se observar uma distribuicdo com os mais
altos valores do indice raggedness, baseado em 1000 simula¢des de coalescéncia (probabilidade de
se obter valores de R simulado = R observado). Estas analises foram realizadas o uso do programa

Arlequim 3.5.1.2. (Excoffier & Lischer 2010).

RESULTADOS
Um total de 1040pb foi sequenciado, dos quais 948pb sitios homdlogos (informativos), sem nenhum

missing data, compuseram a matriz de sequéncias alinhadas do gene ND2 foram sequenciados para
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os individuos de P. fasciicauda. A composicdo de bases dos fragmentos das duas linhagens de P.
fasciicauda apresentaram as seguintes frequéncias: S-O: A = 0.306; C = 0.303; G = 0.096; T = 0.292

e N-L: A=0.304; C=0.310; G=0.101; T = 0.283.

As linhagens de Pipra fasciicauda

As relagOes filogenéticas dos individuos de P. fasciicauda, reconstruidas a partir de 41
sequéncias do gene ND2 (948pb), resultaram na divisdo dos espécimes em duas linhagens
notoriamente distintas. As arvores obtidas por meio dos métodos de maxima verossimilhanca e de
analise Bayesiana (Figura 2) indicaram a formag&o de dois clados reciprocamente monofiléticos com
alto nivel de suporte para ML e IB. Um clado é formado pelos individuos oriundos da floresta de
transicdo oeste, Cerrado sul e Pantanal. O outro, pelos individuos provenientes da floresta de
transicéo leste, Cerrado leste e regido Norte. Uma area de contato entre estas duas linhagens foi
detectada no Cerrado leste (municipio de Novo Santo Anténio — MT). Estas linhagens foram
denominadas, respectivamente, de linhagem sul - oeste (S-O) e linhagem Norte - Leste (N-L). A
distancia genética média (K2P) obtida entre os individuos pertencentes as duas linhagens foi de
0,07.

O tempo de divergéncia entre as duas linhagens, até o ancestral comum mais recente, foi de
1.623 milhdes de anos (1.291 — 1.965) (I.C. 95%) e de 0,811 milhdes de anos (0,645 — 0,982) (I.C.
95%), empregando-se, respectivamente, as taxas de 2,1% e 4,0% de substituicdo nucleotidica por

milhdo de anos.
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Estimativas de variabilidade e estrutura populacional

A andlise dos indices de diversidade indicou que a S-O (n = 20) apresentou quase o dobro
do numero de haplétipos que a N-L (n = 21) tendo assim, uma diversidade haplotipica (Hd) superior
ao da linhagem S-O (U = 1,00; p = 0,02). O mesmo né&o foi evidenciado para a diversidade
nucleotidica, sendo esta, similar entre as duas linhagens, ndo apresentando, portanto, diferenca

significativa (U= 4,0; p = 0,12) (Tabela 1).

Tabela 1: indices de diversidade das duas linhagens de P. fasciicauda, obtidos para 11 localidades. n
= numero de amostras; h = numero de haplétipos; Hd = diversidade haplotipica; T = diversidade

nucleotidica; S = nimero de sitios polimorficos.

Localidade N H Hd £ SD m+SD(x10°°) S
P. fasciicauda (S-O) 20 M 0,89 * 0,05 5,89 * 0,86 21
Regiao 1 - floresta de transigéo oeste

Chupinguaia e Comodoro 2 2 1,00 + 0,50 1,05+ 0,53 1
Regiao 2 - cerrado sul e Pantanal

Caceres 2 1 - - -
Jangada 2 2 1,00+ 0,5 7,38 + 3,69 7
Primavera do Leste 9 4 0,75+0,11 2,23 +0,38 5
Barra do Gargas 2 1 - - -

Regidao 3 - floresta de transigdo e
Cerrado leste

Novo Santo Anténio 3 3 1,00 £ 0,27 1,41 + 0,47 2

P. fasciicauda (N-L) 21 6 0,77 £ 0,07 6,31 1,35 17
Regido 3 - floresta de transigéo, Cerrado

leste

Ribeirdo Cascalheira 5 2 0,60 £ 0,17 9,49+ 2,77 15
Novo Santo Antdnio 3 1 - - -

Luciara 5 2 0,4+£0,23 1,69+1,0 4

Pium-TO 4 1 - - -

Regiao 4 — Floresta Amazobnica

Altamira — PA 4 3 0,88 £ 0,22 6,15+ 1,80 9

A Tabela 2 apresenta os valores de Fg par-a-par entre os individuos da S-O oriundos de
diferentes localidades dentro da sua area de abrangéncia e as distancias geograficas que separam
as subpopulagbes. Nota-se que a subpopulagdo situada em Novo Santo Antbnio apresenta os
maiores valores de Fg, se diferenciando das demais. O teste de Mantel indicou que a distancia
geografica ndo exerceu influéncia significativa nos valores obtidos de F, pois explicou somente 50,

24% da variagcéo genética encontrada.
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Tabela 2: indice de Fy par-a-par entre as subpopulacdes da linhagem S-O (diagonal abaixo) e
distancia geografica em km (diagonal acima). A distancia entre as areas da regiado de transigdo oeste

(Chupinguaia e Comodoro) e as demais localidades € a media das distancias destas duas areas. (* =

p <0,05).

Localidades Chupinguaia Caceres Jangada Primavera Barrado Novo Santo
e Comodoro do Leste Gargas Antbnio

Chupinguaia e 438 473 718 912 1064

Comodoro

Caceres 0,941* 221 467 631 911

Jangada 0,200 0,000 271 457 687

Primavera do Leste 0,768* 0,559* 0,416 193 466

Barra do Gargas 0,947 1,000* 0,461* 0,023 430

Novo Santo Anténio 0,907* 0,898* 0,673* 0,769* 0,909*

A distancia geografica ndao apresentou influéncia significativa nas diferengas dos valores
estimados de F par-a-par, encontrados para a linhagem N-L. Somente 7,84% da variagdo genética
encontrada entre as subpopulagbes foram explicadas pela distancia geografica (Tabela 3).

Nota-se nos resultados apresentados na Tabela 3, que os maiores valores de Fg par-a-par
foram estimados entre Novo Santo Antonio e as demais localidades. Observa-se também que entre
Pium e Luciara, subpopulagbes que se localizam em margens opostas do rio Araguaia, o valor de Fg
foi negativo (valores negativos obtidos nesta analise sao considerados como zero), sendo 0 mais

baixo valor de F verificado na linhagem N-L.

Tabela 3: Valores de Fq par-a-par entre as subpopulagbes da linhagem N-L (diagonal abaixo) e

distancia geografica em km (diagonal acima). (* = p < 0,05).

Ribeirdo Novo Santo Luciara Pium Altamira
Localidades Cascalheira Antonio
Ribeirdo Cascalheira 131 214 450 1024
Novo Santo Antdnio 0,348 102 335 966
Luciara 0,452* 0,680* 236 863
Pium 0,505* 1,000* -0,053 686
Altamira 0,211 0,520* 0,284 0,385

A Figura 3a mostra a localizagdo das subpopula¢des de cada linhagem na area de estudo.
Separando as duas linhagens existem 72 passos mutacionais. Na linhagem S-O (Figura 3b), os 11
haplétipos obtidos apresentam-se- com uma estruturagdo mais definida do que a linhagem N-L. Dois
haplétipos foram compartilhados entre areas adjacentes, um deles entre Caceres e Jangada, o outro

entre Primavera do Leste e Barra do Gargas. Mais distantes encontram-se os haplétipos oriundos
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das subpopulagbes de Jangada, Comodoro e Chupinguaia e também haplétipos provenientes dos
individuos procedentes de Novo Santo Antbnio, na regiao leste da area de estudo, em contato com a
linhagem N-L.

A rede formada com os seis haplétipos da linhagem N-L (Figura 3c) também apresentou dois
haplotipos compartilhados, um deles entre as areas adjacentes, Luciara e Novo Santo Antonio (102
km de distancia). Entretanto, o outro é compartiihado entre trés subpopulagbes, Luciara, Pium
(separados por 236 km de distancia) e Altamira. Esta ultima localidade, encontra-se a 686 km de
Pium. O haplétipo mais diferenciado, separado dos demais por um maior numero de passos
mutacionais, encontra-se na subpopulagéo de Ribeirdo Cascalheira, no ponto mais os sul da area de

distribuigéo da linhagem N-L.
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Figura 3: (a) Localidades de ocorréncia dos haplotipos de P. fasciicauda. (b) Rede haplotipica dos

individuos da linhagem S-O. (c) Rede haplotipica dos individuos da linhagem N-L. O tamanho do

circulo é proporcional ao numero de individuos com cada haplétipo e as cores correspondem a

localidade de ocorréncia apresentada na imagem. Os nimeros em vermelho nas linhas representam

0os passos mutacionais. Em Novo Santo Antdnio (NSA) as duas linhagens foram detectadas

(hapldtipo identificado pela cor amarela).
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Estimativas de mudancgas demograficas

As linhagens de P. fasciicauda apresentaram tendéncias de mudangas no tamanho
populacional em dire¢cdes opostas. Enquanto a linhagem S-O apresentou resultados que indicam a
tendéncia de uma possivel expansao populacional pretérita, os testes realizados para N-L apontam
para uma estabilidade ou talvez para a possibilidade de uma redugao populacional.

Na linhagem S-O, o aspecto da curva de mismatch distribution, apresentou uma suave
distribuicdo de Poisson (smooth Poisson mismatch), que nao se diferenciou significativamente do
esperado pelo modelo de expansao (SSD = 0,010; p = 0,818). Nota-se que ha algumas oscila¢des na
curva mismatch distribution desta linhagem (com frequéncias observadas variando cerca de 0,05 a
0,12), entretanto, estas ndo sdo tdo severas, quanto as que ocorrem na linhagem N-L, em que as
frequéncias observadas (de pares de haplétipos, que diferem por um dado nimero de substituicbes
nucleotidicas) variam aproximadamente de zero a 0,25 (Figura 4).

Valores negativos nos testes D (Tajima 1989) e no teste Fu's Fs (Fu 1997) foram obtidos
para a linhagem S-O, embora os mesmos nado tenham sido significativos (Tabela 4). O valor do indice
de Raggedness (R) da linhagem S-O é bem mais baixo do que o obtido para N-L e baixos valores
deste indice, que mede a suavidade da curva de mismatch distribution, também sugere um processo
de rapida expansdo demografica (Harpending 1994). Os resultados acima descritos sao indicativos

de um processo de expanséo populacional.
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Figura 4: Curva Mismatch distribution para as duas linhagens de P. fasciicauda registradas em

diferentes localidades na regiao de ecotono Cerrado-Amazénia, na Amazénia e no Cerrado.
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Tabela 4: Analises demograficas historicas para as duas linhagens de P. fasciicauda (* = p < 0,05).

Linhagens N D Fu e Li's D* Fu e Li's F* Fu's Fs R R,
S-0 20 -0,216 0,570 0,393 -1,316 0,027 0,125
N-L 21 0,983 1,551* 1,609 3,667 0,118 0,176

O oposto foi observado para a linhagem N-L (Tabela 4). Os testes D e Fu's Fs resultaram em
valores positivos, mas também nao alcangarem o nivel de significancia. A curva Mismatch distribution
da linhagem N-L apresentou um padrdo multimodal e com um valor de Raggedness mais elevado,
resultados que caracterizam populagdes estaveis. Entretanto, os resultados dos testes Fu e Li's D* e
Fu e Li's F* foram positivos e significativos, apontando para a possibilidade da linhagem N-L ter

sofrido um gargalo populacional.

DiscussAo

As linhagens de Pipra fasciicauda

A composicao de bases dos fragmentos do gene ND2, das duas linhagens de P. fasciicauda
exibiram a tendéncia tipica dos genes mitocondriais das aves (Joseph et al. 2002), apresentando um
déficit de guaninas.

A reconstrucdo das relagdes evolutivas obtidas para os espécimes de P. fasciicauda, com
base na analise dos fragmentos do gene ND2, demonstrou que a populagéo encontrada em area de
floresta, em regido de transigao Cerrado — Amazonia, localizada no oeste do estado de Mato Grosso,
sudeste do estado de Rondbénia e em area de cerrado no sul do estado de Mato grosso, €
substancialmente distinta da populagdo encontrada em area de floresta de transicdo Cerrado —
Amazébnia da regido leste do estado de Mato Grosso e noroeste do estado de Tocantins, no vale do
Rio Araguaia, alcangando também, a regido central do Estado do Para. A separagao dos espécimes
nestes dois grupos foi fortemente suportada pelos métodos de reconstrucao filogenética, indicando
se tratar de duas linhagens distintas. Estas linhagens provavelmente devem se tratar de P.
fasciicauda calamae (linhagem S-O) e P. fasciicauda scarlatina (linhagem N-L), levando em

consideragao, a distribuicdo geografica destas duas subespécies.
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P. f. calamae tem ocorréncia registrada para o extremo noroeste do Mato Grosso e P. f.
Scarlatina apresenta uma ampla distribuicdo que vai desde o Para (sul de Belém), adentra o interior
do Brasil, abrangendo o sul do Mato Grosso do Sul, sul de Goias, oeste de Minas Gerais e noroeste
de Sao Paulo e atingindo a regido do extremo norte da Bolivia, sudeste do Paraguai e extremo
nordeste da Argentina (Missiones) (Snow 2004). Essa subespécie foi também registrada na regido do
rio Peixoto de Azevedo no norte de Mato Grosso (Novaes & Lima 1991). Considerando a area de
ocorréncia destas duas subespécies, se a linhagem S-O, se tratar de P. f. calamae, essa subespécie
teria ampliado sua distribuicdo em relacdo a area de ocorréncia descrita por Snow (2004),
abrangendo também a regido sul e parte da regido leste do estado de Mato Grosso (area de contato
entre as duas linhagens no municipio de Novo Santo Antdnio) e ndo somente o noroeste deste
estado.

A distancia genética entre as linhagens S-O e N-L, obtida pelo mtDNA ND2, foi de 0,07 (7%).
Esta divergéncia pode ser considerada alta, levando-se em conta que nas espécies de aves, as
médias das divergéncias entre sequéncias variam de 0,01 a 0,16. (376 espécies pertencentes a 88
géneros, analisadas por Johns & Avise (1998)). Entretanto, estes valores de divergéncia foram
obtidos por meio do gene Citocromo-b (Cyt-b). Este gene € menos variavel do que o gene ND2,
sugerindo uma taxa de evolugao molecular mais rapida para este ultimo (Dimcheff et al. 2002) e
consequentemente, maior divergéncia média entre as sequéncias. A taxa de divergéncia
intraespecifica do gene ND2 foi estimada entre 4,0% a 4,3% por milhdo de anos (Arbogast et al.
2006), enquanto que para as aves, a taxa de divergéncia interespecifica padrdo, amplamente
empregada, é de 2,1% por milhdo de anos (Weir & Schluter 2008).

Entre trés espécies de aves Galliformes, do género Tympanuchus, Dimcheff et al. (2002)
encontraram uma divergéncia entre sequéncias de apenas 0,51%, ja para espécies do género Tetrao
e Lagopus as distancias foram de 4,3% e 4,1%, respectivamente (empregando-se os genes ND2 e
12S). Régo et al. (2007) verificaram que entre P. fasciicauda e P. aureola a distancia genética,
avaliada com o mtDNA 16S, foi de apenas 0,01. Ja entre P. fasciicauda e P. erythrocephala, a
distdncia genética foi estimada em 0,05. Utilizando o gene Cyt-b, as distancias obtidas foram
maiores. Entre P. fasciicauda e P. aureola, a distancia genética foi de 0,02 e entre P. fasciicauda e P.

erythrocephala, 0,13.
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O uso da distancia genética para identificagdo de espécies parte do principio que uma
quantidade suficiente de divergéncia genética gera incompatibilidade entre as presumidas espécies,
conduzindo ao isolamento reprodutivo. Com isso, os baixos niveis de fluxo génico lentamente
acumulariam diferengas genéticas entre as linhagens, até que se possa inferir, por meio da distancia
genética, que estas se tratam de espécies distintas. Esta abordagem, segundo Ferguson (2002) &
falha, sendo util somente ao nivel de analises populacionais e filogeograficas. Ainda, para este autor,
os taxonomistas necessitam de ferramentas que s&do parcimoniosas, bem fundamentadas e que
podem ser usadas, consistentemente, em uma ampla abrangéncia de taxons. Em termos de
identificagcdo de novas espécies, o uso da distancia genética falha nestes trés critérios.

Entretanto, com o advento das analises empregando-se o gene citocromo- ¢ oxidase (COIl),
conhecido DNA barcode, o uso da divergéncia genética para identificacao de espécies ganhou forca.
Por meio do uso do COlI, as diferengas nas distancias genéticas entre as espécies de aves foram, em
média, 18 vezes maiores do que as diferengas obtidas dentro do nivel de espécie. Esta descoberta
veio confirmar a eficiéncia do uso do DNA barcode para a identificagdo de espécies de aves (Herbet
et al. 2004), embora também seja uma ferramenta sujeita a criticas (e.g. Moritz & Cicero 2004; Meyer
& Paulay 2005).

Mesmo considerando elevada, a distancia genética entre as linhagens S-O (P. f. calamae) e
N-L (P. f. scarlatina) e que este resultado seja um indicativo de que uma destas linhagens possa até
mesmo se tratar de uma espécie diferenciada, esta conclusdo sé podera ser obtida com uma
investigagdo mais detalhada, em que se utilizem outros marcadores moleculares, considerando
também caracteres morfologicos, vocais e especialmente comportamentais, que representam um
forte componente filogenético dentre os Pipridae (Prum 1994). Esta avaliagdo possibilitara
compreender melhor, a relagao filogenética desta linhagem com as demais espécies do grupo.

De qualquer modo, as linhagens de P. fasciicauda mostraram-se bem diferenciadas e,
portanto, podem ser consideradas como unidades evolutivamente significantes (ESUs), isto é,
populagdes parcialmente diferenciadas (geneticamente) que devem ser manejadas como unidades
separadas (Ballou & Briscoe 2008).

Segundo (Zink 2004) subespécies nao deveriam ser consideradas como unidades
evolutivamente significantes, caso nao fossem capazes de recuperar a histéria evolutiva das

populagbes que representam. Entretanto, uma visédo alternativa é que a subespécie possa estar
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refletindo a variagdo adaptativa (importante para a persisténcia da espécie), independentemente do
padrao de mtDNA de monofilia reciproca (Crandall et al. 2000). Muitas espécies que ndo possuem
grupos reciprocamente monofiléticos podem exibir um padrao geografico na morfologia (eg. Zink et
al. 2000; Régo et al. 2010), o que seria reflexo das adaptagdes locais, importantes para a sua
persisténcia. Como a selegdo natural e sexual influenciam fortemente as caracteristicas da
plumagem, tais discordancias entre caracteres genéticos e morfoldgicos deveriam ser esperados em
muitos casos e ja foram evidenciados para espécies de Pipridae (e.g. Brumfield & Braun 2001;
Cheviron et al. 2005).

Assim, os esforgos de conservagdo com base na variagdo adaptativa poderiam ser
conflitantes com a abordagem histérica. No entanto, a variagao fenotipica, seja adaptativa ou néo,
pode evoluir rapidamente, especialmente dentre as espécies de aves (Johns & Avise 1998). Em
contrapartida, os grupos reciprocamente monofiléticos muitas vezes podem levar milhares de anos
para evoluir. Deste modo, a conservagao de grupos reciprocamente monofiléticos devera preservar
tanto a historia independente dos grupos, como a variagdo fenotipica adaptativa presente nos
mesmos (Crnokrak & Merila 2002).

Conforme indicou a andlise de coalescéncia, as duas linhagens de P. fasciicauda se
separaram ha cerca de 1,6 milhdo de anos (taxa de evolucao de 4,0% por milhdo de anos) ou ha
cerca de 800 mil anos (taxa de evolugéo de 2,1% por milhdo de anos). Esta datagéo recai sobre o
Pleistoceno, periodo marcado por fortes oscilagbes climaticas (Berger 1984), que tiveram profundos
efeitos na distribuicdo geografica das espécies, tendo ocorrido entre dois milhées a 11.000 anos
atras (Webb & Bartlein 1992).

Com a contragdo da floresta durante os periodos glaciais, as populagbes que se
apresentavam continuamente distribuidas tornaram-se subdivididas em multiplos refugios, o que
ocasionaria uma divisdo das linhagens e potencialmente, especiagdo. Subsequentemente, durante
os periodos interglaciais mais quentes e umidos, estas populacdes experimentaram uma expanséo
populacional. Haffer (1969) denominou de hipotese dos refugios, o processo de especiagao ocorrido
na Amazobnia, mediante o cenario exposto acima. Dentre as areas de refugio propostas por Haffer
(1969), encontram-se o refugio Madeira-Tapajos, no estado de Amazonas, e o refugio Belém, no
estado do Para. A localizagdo de cada um destes refugios esta compreendida, respectivamente,

dentro da area de distribuicdo de P. f. calamae (refugio Madeira-Tapajos) e P. f. scarlatina (refugio
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Belém). Se a subdivisdo destas linhagens esta ligada aos refugios que existiram em suas areas de
distribuigdo, isso s6 podera ser elucidado com uma investigacdo mais minuciosa, que possibilite

estabelecer com maior preciséo, os fatores relacionados com a origem destas subespécies.

Estimativas de variabilidade e estrutura populacional

Conforme verificado nas analises de variabilidade, a linhagem S-O apresentou maior
diversidade haplotipica do que a linhagem N-L. O mesmo n&o ocorreu para os valores de diversidade
nucleotidica, que foram similares entre as duas. Esta menor diversidade haplotipica da linhagem N-L
pode estar associada a uma possivel redugdo no seu tamanho populacional. A eliminagdo de
haplétipos raros ocorre logo apds o gargalo populacional, o que afeta fortemente a diversidade
haplotipica, enquanto que a diversidade nucleotidica é afetada em menor proporcéo, refletindo a
média das diferencgas entre os haplétipos (Birky et al. 1983).

A rede haplotipica da linhagem S-O mostra o compartilhamento de hapldtipos entre as
subpopulagdes adjacentes de Primavera do Leste e Barra do Gargas e entre e Jangada e Caceres,
indicando devido a sua proximidade, um nivel de fluxo génico mais intenso entre estas
subpopulagdes. Entretanto, entre Jangada e Primavera do Leste, que também se localizam em areas
adjacentes, nenhum haplétipo foi compartilhado. O resultado do teste de Mantel de isolamento pela
distadncia corrobora o padrédo observado na rede haplotipica desta linhagem, ja que a distancia
geografica explicou somente cerca de 50% da variagdo genética encontrada para as subpopulagoes.

Jangada possui um hapldtipo que se distancia do haplétipo apresentado pela subpopulagao
situada em Chupinguaia, por apenas um passo mutacional e dois passos mutacionais da
subpopulagédo situada em Comodoro. Provavelmente deve ter havido maior conexdo entre as
subpopulagdes de Jangada e as areas da transigdo oeste (Comodo e Chupinguaia) e entre Jangada
e Caceres. O mesmo pode ser afirmado para as subpopulacées de Primavera do Leste e Barra do
Gargas, ambas situadas em regido de cerrado, a sudeste da area de abrangéncia da linhagem S-O.
Deste modo, a linhagem S-O apresenta, em sua rede haplotipica, uma subdivisao inicial entre as
subpopulagdes das regides oeste e leste de sua area de abrangéncia.

Na linhagem N-L a distancia geografica apresentou pouca influéncia na diferenciagao
genética encontrada na populagdo como um todo. Subpopulagdes localizadas em areas préximas

obtiveram valores de Fs maiores do que aquelas situadas em areas muito mais distantes. E o caso,



99

por exemplo, de Luciara e Novo Santo, que distam apenas 102 km e apresentaram valor de Fy =
0,68. Ja Altamira e Ribeirao Cascalheira estdo separadas por 1024 km e entre suas subpopulacdes o
valor do indice de fixacdo foi de apenas 0,211. As maiores diferencas se deram entre a
subpopulagdo de Novo Santo Antonio e as demais subpopulagdes. Este resultado pode ser
consequéncia da zona de contato das duas linhagens na localidade de Novo Santo Antdnio.

Evidéncias obtidas pelas estimativas de Fg e pela rede haplotipica sugerem que o rio
Araguaia ndo seja uma barreira efetiva para P. fasciicauda. Entre as subpopulagdes situadas em
Luciara, estado de Mato Grosso, e Pium, estado de Tocantins (o rio Araguaia separa esses dois
estado) foi obtido o menor valor de diferenciagdo genética entre as subpopulagdes da linhagem N-L
(Fs& = -0,053). Estas duas subpopulagbes compartiham um mesmo haplétipo, consequéncia
provavel, de um consideravel intercdmbio génico entre estas subpopula¢cdes e ndo de um possivel
polimorfismo ancestral, considerando que a formagéo da bacia dos rios Tocantins-Araguaia € muito
antiga (era Mesozoica, entre 250 a 65 Ma). A bacia do Araguaia é localizada nas altas terras centrais
do Brasil e sua geologia engloba rochas pré-cambrianas do escudo brasileiro, rochas paleozdicas e
mesozébicas da bacia sedimentar do Parana, sedimentos terciarios e depdsitos quaternarios
(Latrubesse & Stevaux 2002; Latrubesse & Stevaux 2006). Somente no final do Oligoceno e inicio do
Mioceno (~23 Ma; era Cenozoica), com a aceleracdo do soerguimento dos Andes, a pendente
regional da regido amazdnica foi invertida e a drenagem, que fluia em sentido ao oceano Pacifico, se
inverteu dirigindo-se para o oceano Atlantico e ocasionando grandes mudangas na paisagem da
regido Amazonica. Este periodo coincide com a diversificagdo dos primeiros géneros modernos de
plantas e animais da biota Amazdnica (Hoorn et al. 2010). Deste modo, a formagéo da bacia do
Tocantins- Araguaia precede o periodo inicial de diversificagdo na Amazonia.

Contrariamente, ao que foi evidenciado em P. fasciicauda, Maldonado et al. (2013) nao
verificaram compartiihamento de haplétipos entre as populagdes de Pyriglena leuconota, entre
margens opostas do rio Tocantins e este rio demonstrou ser uma efetiva barreira para esta espécie
de Thamnophilidae. O oposto foi observado para o rio Araguaia, que nao exerceu um papel de
barreira capaz de limitar o fluxo génico entre essas subpopulagdes, permitindo o compartilhamento
de haplétipos entre margens opostas.

Em um estudo com pequenos mamiferos, Rocha et al. (2011) verificaram que o médio rio

Araguaia separou claramente as duas espécies irmas do roedor Rhipidomys, atuando como uma



100

importante barreira geografica na estruturagdo de suas populagdes. Porém, o mesmo nao foi
constatado para outra espécie de roedor, que possivelmente utiliza as ilhas semipermanentes,
presentes no leito do rio, como “stepping stones’. E provavel que o mesmo ocorra para P.
fasciicauda. Esta espécie de pequeno porte (supostamente com capacidade de voar grandes
distancias, mais limitada; Lees & Peres 2009; Yabe et al. 2010), deve utilizar as ilhas presentes no rio
Araguaia em seus deslocamentos. Portanto, estas ilhas tornam o rio mais permeavel a disperséo
desta espécie, facilitando a homogeneizagdo de suas subpopulagbes entre margens opostas.
Comparativamente, se 0 médio rio Araguaia nao foi uma barreira efetiva para uma espécie de roedor,
€ razoavel supor que também nao seria para uma espécie de ave, que apresenta vagilidade bem
maior.

A importancia das ilhas nos rios da Amazbnia, em promover maior conectividade entre as
areas separadas por grandes rios ja tem sido constatada em outros estudos. O uso de ilhas como
“stepping stones”, por duas espécies de Dendrocolaptidae do género Xyphorhynchus, deve ter
possibilitado o compartiihamento dos haplétipos entre as populagdes destas espécies de arapacus,
situadas em areas separadas por diversos rios da bacia Amazénica, conforme verificado por Aleixo
(2006).

E indubitavel que amplas por¢cdes mais baixas de varios rios podem separar efetivamente
populagbes de muitas aves florestais e outros animais que habitam as florestas ndo inundaveis,
causando divergéncias genéticas nas populagdes (Haffer 1992). Entretanto, estas diferengas podem
desaparecer em diregcéo a regido das cabeceiras dos respectivos rios, onde os mesmos nao atuam
como efetivas barreiras, havendo um razoavel fluxo génico conectando as populagdes (Haffer 1992;
Gascon et al. 2000). Assim mesmo, para algumas espécies de aves como os Thamnophilidae
Hylophylax poecilinota (Bates et al. 2004) e Phlegopsis nigromaculata (Haffer 1992), até rios estreitos
podem ser efetivas barreiras que previnem o fluxo génico. Entretanto, o mesmo nao foi observado
para P. fasciicauda, indicando que diferengas na histéria de vida e na ecologia das espécies podem
levar a incongruéncias da estruturacdo populacional (Rocha 2011). Um padrdo deveria ser
congruente entre espécies com similares requerimentos ecoldgicos (Burney & Brumfield 2009) e

capacidade de dispersao através dos rios (Moritz et al. 2000).
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Estimativas de mudancas demograficas

Os resultados dos testes de neutralidade indicaram tendéncias opostas para as duas
linhagens. A linhagem S-O pode ter apresentado uma expansao populacional pretérita (indicados
pelos valores do teste D e Fu's Fs negativos, pelo aspecto da curva mismatch distribution e baixo
valor de raggedness). Embora os testes de neutralidade ndo tenham alcangado valores significativos,
um modelo de rapida expansao demografica ndo pode ser rejeitado (baseando-se no padrdo
apresentado por sua curva mismatch distribution, claramente com uma distribuicdo do tipo Smooth
Poisson distribution).

Conclusdo similar foi obtida por Cheviron et al. (2005) para as populagbes do Pipridae
Lepidothrix coronata, que possivelmente passaram um processo de rapida expansao demografica
em diferentes regides da Amazénia. De acordo com estes autores, ndo se pode rejeitar o modelo de
rapida expansédo apresentada pelo padrdo claramente unimodal ou do tipo Smooth Poisson
mismatch distribution das curvas de mismatch distribution, sendo mais provavel, a falta de poder
estatistico dos testes de neutralidade em detectar a expansdo. Também, verifica-se a expansao
espacial da linhagem S-O, através da rede haplotipica, que mostra a presenga de haplétipos desta
linhagem na area de abrangéncia da linhagem N-L.

Ja para a linhagem N-L, evidencias da ocorréncia de um provavel gargalo populacional foram
obtidas por meio dos valores positivos dos testes D e Fu's Fs e também dos testes Fu and Li's D* e
Fu and Li's F*, estes dois ultimos com resultados significativos. Entretanto a curva mismatch
distribution, com padrdo multimodal, indicou uma histéria demografica mais estavel. A menor
quantidade de haplétipos da linhagem N-L. em relagédo a linhagem S-O, verificada pelo mais baixo
indice de diversidade haplotipica (Hd), também corrobora a hipétese de gargalo populacional para
esta linhagem.

Portanto, a S-O (P. f. calamae) tendo sofrido uma expansédo demografica, deve ter também
expandido sua distribuicao, encontrando-se com a linhagem N-L (P. f. scarlatina) na regido do

ecotono leste, sendo detectada no municipio de Novo Santo Anténio.
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APENDICE 1: Codigo de identificagdo e localizagdo das amostras de P. fasciicauda. UFMT = colecédo
ornitolégica da Universidade Federal de Mato Grosso; UFMG = banco de tecidos do laboratério de
Maléria da Universidade Federal de Minas Gerais; UFScar = Laboratério de Biodiversidade Molecular
e Conservacao da Universidade Federal de Sdo Carlos (amostras coletadas no presente estudo).

n. | Cddigo da Localizacao Procedéncia | Coordenadas geograficas
amostra
1 JB248 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
2 JB251 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
3 | JB252 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
4 | JB281 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
5 |JB284 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
6 | JB1578 Céceres UFMT 16°27'59" S 58°09'09" W
7 | JB1579 Céceres UFMT 16°27'59" S 58°09'09" W
8 | AVF -004 Jangada UFMT 15°14'7.73"S 56°29'31.91"W
9 | AVF-005 Jangada UFMT 15°14'7.73"S 56°29'31.91"W
10 | JB721 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
11 | JB725 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
12 | JB727 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
13 | JB724 Primavera do Leste UFMT 15°14'14.31" S 53°57'14.57" W
14 | JB3572 Chupinguaia UFMT 12°13'7.14"S 60°42'12.63"W
15 | JB3647 Comodoro UFMT 13°48'40.67"S 59°40'41.04"W
16 | JB2044 Barra do Gargas UFMT 15°52'50.88"S 52°15'52.53"W
17 | JB2061 Barra do Gargas UFMT 15°52'50.88"S 52°15'52.53"W
18 | BED140444 Altamira UFMT 3°50'37.35"S 52°28'51.05"W
19 | BEC74100 Altamira UFMT 3°50'37.35"S 52°28'51.05"W
20 | BEC98181 Altamira UFMT 3°50'37.35"S 52°28'51.05"W
21 | BEE131541 Altamira UFMT 3°50'37.35"S 52°28'51.05"W
22 | RP65 Pium UFMG 9°18'31.64"S 49°57'36.36"W
23 | RP216 Pium UFMG 9°18'31.64"S 49°57'36.36"W
24 | RP177 Pium UFMG 9°18'31.64"S 49°57'36.36"W
25 | RP237 Pium UFMG 9°18'31.64"S 49°57'36.36"W
26 | C3PIFAS4 Ribeirdo Cascalheira UFSCar 12°51'8.81"S 52° 5'10.37"W
27 | C3PIFAS6 Ribeirdo Cascalheira UFSCar 12°51'8.81"S 52° 5'10.37"W
28 | C3PIFAS7 Ribeirdo Cascalheira UFSCar 12°51'8.81"S 52° 5'10.37"W
29 | C3PIFAS12 Ribeirdo Cascalheira UFSCar 12°51'8.81"S 52° 5'10.37"W
30 | T3PIFAS2 Ribeirdo Cascalheira UFSCar 12°51'8.81"S 52° 5'10.37"W
31 | MEA1PIFA1 Luciara UFSCar 11°20'6.74"S 50°46'32.47"W
32 | MEA1PIFA3 Luciara UFSCar 11°20'6.74"S 50°46'32.47"W
33 | MEA1PIFA6 Luciara UFSCar 11°20'6.74"S 50°46'32.47"W
34 | MEA1PIFA7 Luciara UFSCar 11°20'6.74"S 50°46'32.47"W
35 | MEA1PIFAS8 Luciara UFSCar 11°20'6.74"S 50°46'32.47"W
36 | MEA2PIFA1 Novo Santo Antonio UFSCar 12°14'46.51"S 50°55'55.72"W
37 | MEA2PIFA7 Novo Santo Antdnio UFSCar 12°14'46.51"S 50°55'55.72"W
38 | MEA2PIFA5 Novo Santo Antdnio UFSCar 12°14'46.51"S 50°55'55.72"W
39 | MEA2PIFA4 Novo Santo Antonio UFSCar 12°14'46.51"S 50°55'55.72"W
40 | MEA2PIFA8 Novo Santo Antonio UFSCar 12°14'46.51"S 50°55'55.72"W
41 | MEA2PIFA9 Novo Santo Anténio UFSCar 12°14'46.51"S 50°55'55.72"W
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CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, a estrutura populacional de quatro espécies de Pipridae na regido de contato
do bioma Amazdnico com o bioma Cerrado, foi avaliada por meio da analise de fragmentos do gene
mitocondrial ND2 (subunidade 2 da NADH desidrogenase).

As informacdes aqui obtidas contribuem para o conhecimento da estrutura populacional e
historia demografica destas espécies de Pipridae, investigadas em uma regido de grande importancia
para a diversidade biolégica e genética deste grupo, porém fortemente ameacgada, devido
principalmente ao desmatamento e degradagcdo de seus recursos hidricos, consequéncias da

expansao da fronteira agricola.

M. pyrocephalus e L. nattereri apresentaram uma subdivisdo de suas populagdes entre a
regido de transicdo leste (alto rio Xingu) e oeste (sub-bacia do rio Guaporé e Juruena) e exibiram
uma estrutura populacional em conformidade com o modelo de metapopulagdes, com taxas de
migragao mais baixas e isolamento pela distancia. Considerando que a regido de ecétono Amazénia-
Cerrado vem sendo cada vez mais fragmentada, € provavel que estas populagdes se encontrem
numa situacado de isolamento mais acentuada. Levando em conta que as caracteristicas ecoldgicas
destas espécies associam-se a uma menor vagilidade, a distancia de dispersdo das mesmas pode
ser reduzida e suas populagdes poderao se tornar mais estruturadas geneticamente. Dependendo da
fragmentacao do habitat, a estrutura populacional destas duas espécies podera apresentar-se em
conformidade com o modelo de populacdes isoladas e segundo este modelo, populagdes isoladas

podem ser extintas, porém nao mais recolonizadas.

Em M. pyrocephalus, foi possivel verificar a contribuicdo das populagdes da regido da borda
sul da Amazoénia para as populagdes de Cerrado, com relagao a variabilidade genética (diversidade
haplotipica). A migragéo da regido amazonica em direcao as areas de Cerrado foi mais acentuada do
que no sentido oposto. Em regido de Cerrado, ndo foram detectados haplétipos exclusivos, somente
aqueles compartiihados com as areas de transicdo dos extremos leste e oeste do estado de Mato
Grosso e Rondénia. Este intercAmbio génico deve estar sendo cada vez mais prejudicado com o
desmatamento e degradacao das matas de galeria, consequéncia das atividades agricola e pecuaria

(pisoteio da vegetagao de sub-bosque pelo gado).
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Em C. rubrocapilla ndo houve subdivisdo entre as regides de transicdo leste e oeste. A
organizagao espacial desta espécie, na regido de transicdo, apresentou-se em conformidade com o
modelo de populagdes em manchas, com taxas mais elevadas de migragéo entre as subpopulagdes,
formando um uUnico agrupamento genético. Esta espécie apresenta maior versatilidade quanto ao
uso do habitat, frequentando areas de floresta e de vegetagédo secundaria, além de apresentar maior
massa corporal, dentre as trés espécies consideradas neste estudo. Estes fatores relacionam-se a
maior vagilidade e consequentemente, a distdncia de dispersdo alcangada pela espécie.
Considerando estes aspectos, C. rubrocapilla estaria menos vulneravel ao isolamento dos
fragmentos florestais, que tem se tornado mais pronunciado nesta regido, com as atividades

antropicas.

Em Pipra fasciicauda, verificou-se a existéncia de duas linhagens notoriamente distintas, uma
encontrada na regiao de ecétono no oeste do estado de Mato Grosso e sudeste do estado de
Rondonia, no cerrado ao sul do estado de Mato Grosso e no Pantanal, no sudoeste do estado de
Mato Grosso (linhagem Sul-Oeste). A outra, detectada na regido de ecétono no nordeste do estado
de Mato Grosso, cerrado no noroeste do Estado de Tocantins e na regido Amazodnica e no estado do
Para (linhagem Norte-Leste). Estas linhagens devem corresponder as subespécies P. f. calamae
(linhagem Sul-Oeste) e P. f scarlatina (linhagem Norte-Leste) e possivelmente, se separaram durante
o periodo do Pleistoceno. Deste modo, as linhagens (subespécies) de P. fasciicauda mostraram-se
bem diferenciadas e capazes de recuperar a histéria evolutiva das populagcées que representam.
Diante destas evidéncias, estas linhagens podem ser consideradas como unidades evolutivamente
significantes (ESUs), isto é, popula¢des parcialmente diferenciadas (geneticamente) que devem ser

manejadas como unidades separadas.

A auséncia de estruturacdo genética e o compartihamento de haplétipo entre as
subpopulagbes de P. fasciicauda da linhagem Norte-leste, oriundas de margens opostas do médio rio
Araguaia, sugeriram um baixo potencial deste rio em promover divergéncia populacional desta
espécie. A presenga de ilhas ao longo do rio deve aumentar sua permeabilidade para os individuos
de P. fasciicauda, que podem estar utilizando-as como stepping stones para se deslocar de uma

margem a outra. A partir deste resultado, pode-se inferir que a manutengdo da conectividade do
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habitat, por meio de elementos que atuem como stepping stones, é capaz de reduzir ou mesmo

impedir o isolamento das populacdes desta espécie.

Conforme mencionado no segundo capitulo, a regido de transicdo Amazénia- Cerrado é
altamente sensivel as mudancgas climaticas (Mayle et al. 2000). Atualmente, com as acentuadas
transformagdes que vem ocorrendo no clima do planeta, espera-se que esta regido possa sofrer
fortes alteragdes em sua vegetacao e consequentemente, as populacdes de aves e outras espécies
animais também deverao ser afetadas.

As condutas relacionadas a conservagao destas espécies de Pipridae, na regido da borda sul
da Amazoénia, deverao levar em consideragao o tipo de estrutura populacional que estas espécies
apresentam. Estudos de genética de populagdes e de filogeografia (realizados com aves e outros
grupos animais) deverdo ser conduzidos, abrangendo mais localidades ao longo do ecétono, bem
como nas areas periféricas, tanto em ambiente de floresta Amazoénica como de Cerrado. Somente
com a integragdo de diversos estudos sera possivel obter melhor compreensao da importancia da

regido do ecotono na variagao genética das espécies.



