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“A palavra espécie vem de uma raiz indo-europeia extremamente antiga, spek, que
significa “aquilo que se vé”” (Bartleby, 2003).
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Resumo

O género Chiroxiphia, pequenos passeriformes da familia Pipridae, compreende
atualmente cinco espécies, sendo que C. pareola, a espécie com distribuicdo geografica
mais ampla, inclui quatro subespécies. Anteriormente, todos estes tdxons foram tratados
como espécies plenas, por outro lado, C. boliviana foi até recentemente considerada
como subespécie de C. pareola, porém nenhuma andlise detalhada foi publicada para
justificar tal tratamento, e na auséncia de dados robustos, alguns autores questionam a
validade de C. boliviana como espécie. Neste estudo, usamos sequéncias de dois genes
mitocondriais e dois genes nucleares para inferir as relacdes evolutivas, através de
diversos métodos filogenéticos, entre as espécies de Chiroxiphia e de todas as
subespécies de C. pareola, assim como as relacbes entre Chiroxiphia e Antilophia. Os
resultados mostram que Chiroxiphia como atualmente definido é parafilético, uma vez
que as duas espécies de Antilophia estdo incluidas dentro de Chiroxiphia, como irmas
de C. boliviana. C. boliviana deve ser tratada como espécie plena, uma vez que esta
espécie ndo esta proximamente relacionada com C. pareola. Dentro de C. pareola
quatro linhagens evolutivas independentes foram identificadas, duas delas
correspondendo as subespécies C. p. regina e C. p. napensis. As duas outras linhagens
sdo separadas atualmente pelo baixo rio Amazonas, estando os individuos do norte
misturada com os individuos de C. p .atlantica. O padrao observado para o complexo C.
pareola sugere que ndo exista nenhuma estruturacdo profunda entre os Centros de
Endemismo Amazonicos, exceto para a separacdo Norte e Sul do baixo Amazonas.
Portanto, a hip6tese dos grandes rios Amazodnicos como barreira para o fluxo génico
pode ser refutada para a formacdo da maior parte das distintas linhagens evolutivas
dentro do grupo C. pareola. Em relacdo a nomenclatura, recomendamos a inclusédo de
Antilophia em Chiroxiphia, o qual tem prioridade, e o tratamento como espécie plena

para C. regina e C. napensis.

Palavras-chave: Amazobnia, biogeografia, Chiroxiphia pareola, filogeografia,

taxonomia



Abstract

Molecular phylogeny of Chiroxiphia and Antilophia (Aves: Pipridae)

The genus Chiroxiphia, small birds of Pipridae, currently comprises five species,
including C. pareola, the species with wider geographic distribution, with four
subspecies. Chiroxiphia boliviana was until recently considered a subspecies of C.
pareola, but no detailed analysis has been published to justify such treatment, and in the
absence of robust data, some authors question the validity of C. boliviana as a species.
In this study, we used sequences of two mitochondrial and two nuclear genes to infer
evolutionary relationships between Chiroxiphia species and all subspecies of the C.
pareola as well as the relationships between Chiroxiphia and Antilophia. All
phylogenies shown Chiroxiphia as paraphyletic as currently defined, since the two
species of the Antilophia are included within Chiroxiphia as sister of C. boliviana.
Chiroxiphia boliviana should be treated as full species, since it is not closely related to
C. pareola and is clearly distinct from Antilophia. Within C. pareola four independent
evolutionary lineages were identified, two of them corresponding to the subspecies C. p.
regina and C. p. napensis, the other two are lineages separated by the lower Amazon
River, with individuals from the north mixed with individuals of C. p. atlantica. The
pattern observed for the complex C. pareola suggests that there is no deep genetic
structure between the Amazonian centers of endemism, except for the separation
between the northern and southern of the lower Amazon River. Therefore, the theory
that large Amazonian rivers were important barriers to gene flow was not supported for
the formation of the distinct evolutionary lineages within the C. pareola group. We
recommend the synonymization of Antilophia with Chiroxiphia, which has priority, and
the treatment as full species to C. regina and C. napensis.

Keywords: Amazonia, biogeography, Blue-backed Manakin, phylogeography,

taxonomy
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1. Introducgéo

Os piprideos (Aves: Pipridae) sdo pequenos passaros que habitam ambientes
florestais de toda regido neotropical. Esta familia € relativamente diversa
taxonomicamente representando cerca de 50 espécies (Snow 2004). S&o conhecidos
pelo tipico sistema reprodutivo de leques, onde 0os machos que apresentam plumagens
de cores vibrantes mantém seus territérios e exibem dangas nupciais elaboradas,
acompanhadas de vocalizagOes especializadas, para atrair o maior nimero de fémeas, as
quais sdo esverdeadas, sem brilho e responsaveis pela nidificacdo e cuidado parental
(Sick 1997, Prum 1998, Snow 2004).

A forte pressdo de selecdo sexual observada na familia provavelmente explica o
dimorfismo sexual acentuado na maioria das espécies (Snow 2004). Observa-se ainda
consideravel diversidade morfoldgica entre especies de piprideos, inclusive entre
espécies proximamente aparentadas, o que tem sido atribuido a distintos mecanismos de
selecdo sexual por preferéncia de fémeas (Prum 1997). De acordo com Anciaes et al.
(2009), a selecdo sexual ndo somente é responsavel pela elaboracdo morfologica e
comportamental na familia, como também contribuiu para a formacdo de linhagens

evolutivas independentes.

A maioria das espécies de piprideos ocorre em ambientes de climas quentes e
umidos, tipicos das florestas de planicie da regido Neotropical, embora algumas
espécies ocorram em condi¢bes mais frias ou mais aridas, como por exemplo,
Chiroxiphia boliviana (Ridgely e Tudor 1994, Ancides e Peterson 2009). As espécies de
Chiroxiphia séo extremamente semelhantes ecologicamente e excluem-se uma a outra
geograficamente (Snow 1975) (Figura 1). Como a maioria dos pares de espécies irmds é
ecologicamente muito semelhante, sugere-se que o isolamento das linhagens, ao invés
de adaptacdo as novas condigdes ecoldgicas, dominou a diversificacdo desta familia
(Ancides e Peterson 2009).

O género Chiroxiphia é atualmente composto por cinco espécies (Figura 1) e é
bem caracterizado pela coloracdo dos machos adultos, onde em quatro espécies 0s



machos sdo pretos com as costas azuis, enquanto em C. caudata o corpo €
principalmente azul. O macho adulto de todas as espécies tem a coroa vermelha exceto
em C. pareola regina a qual é amarela (Miller 1908, Haffer 1987, Snow 2004, Kirwan
e Green 2011). Em trés espécies a retriz central do macho ¢é alongada, porém o que se
sabe é que ndo existe nenhuma funcdo para o alongamento, exceto talvez para aumentar
o efeito visual dos saltos feitos durante o display (Haffer 1987). Chiroxiphia linearis foi
por longo tempo considerada uma espécie politipica (Snow 2004), porém uma

investigacdo morfoldgica recente (Kirwan 2011) sugere que C. linearis é melhor tratada

como espécie monotipica.

Figura 1. Distribuicdo geografica de Chiroxiphia e Antiophia, verde: C. caudata; roxo:
C. pareola; amarelo: C. boliviana; laranja: C. lanceolata; rosa: C. linearis; vermelho:
A. bokermanni e cinza: A. galeata, adaptado de Snow (2004).

Chiroxiphia pareola é a espécie com distribuicdo geografica mais ampla e com
quatro subespécies atualmente reconhecidas (Miller 1908, Ridgely e Tudor 1994, Snow
2004, Kirwan e Green 2001). Trés subespécies (C. p. pareola, C. p. napensis e C. p.
regina) tem relativamente ampla distribuicdo geogréfica, enquanto C. p. atlantica €

confinada a pequena ilha de Tobago. Contudo, essas subespécies tem se mantido como



parte de C. pareola desde sua inclusdo por Hellmayr (1929), contra Miller (1908), que
tratou as quatro formas como espécies separadas. Mais recentemente, Haffer (1987) e
Kirwan e Green (2011) sugerem que mais de uma espécie pode estar envolvida dentro

de C. pareola.

Chiroxiphia boliviana foi até recentemente tratada como subespécie de C.
pareola, mas foi separada como espécie ndo somente pelas diferengas morfoldgicas e
ecoldgicas consideraveis entre elas, mas principalmente pelas diferencas vocais e de
display (Parker e Remsen Jr. 1987, Snow 2004). Porém a validade como espécie plena
tem sido questionada, uma vez que as evidéncias para tal tratamento ndo foram

devidamente analisadas (Remsen Jr. et al. 2012).

O género Antilophia contém duas espécies, A. galeata e A. bokermanni, esta
ultima descrita apenas recentemente (Coelho e Silva 1998). Antilophia galeata (Figura
1), a espécie mais bem conhecida do género, ocorre nas faixas de matas ciliares e
pequenas ilhas de mata na regido do cerrado do Brasil Central, leste da Bolivia e norte
do Paraguai (Snow 2004). Antilophia bokermanni € restrita as florestas umidas da

Chapada do Araripe, no estado do Cearé (Coelho e Silva 1998) (Figura 1).

Régo et al. (2010) encontraram um surpreendente grau de similaridade genética
entre as espécies de Antilophia, dadas as suas distribuicBes disjuntas e a pronunciada
divergéncia morfologica. Mais interessante ainda, as duas espécies compartilham

hapl6tipos, o que sugere no minimo uma diferenciacdo muito recente.

McKay et al. (2010) apresentaram a mais abrangente filogenia molecular da
familia Pipridae, contudo, com base na limitada amostragem dentro dos géneros, estes
autores sugerem novos estudos que centrem-se em elucidar as relagdes dentro dos
mesmos. No presente estudo, usamos sequéncias de dois genes mitocondriais e dois
genes nucleares para inferir as relac6es evolutivas entre as espécies de Chiroxiphia e de
todas as subespécies de Chiroxiphia pareola, assim como as rela¢fes entre Chiroxiphia

e Antilophia, o qual pode ser parte de Chiroxiphia (Tello et al. 2009).



2. Material e Métodos

2.1. Amostragem

Foram obtidas amostras das cinco espécies de Chiroxiphia e de todas as
subespécies de C. pareola, cobrindo a maior parte da distribuicdo geogréfica do
complexo (Figura 2), totalizando 29 individuos de oito tdxons pertencentes ao género
Chiroxiphia, além de dois individuos de Antilophia bokermanni. Para Antilophia
galeata foram utilizadas sequéncias disponiveis no GenBank, pois as amostras obtidas
ndo puderam ser sequenciadas. As amostras utilizadas foram cedidas pelos seguintes
museus: Museu de Ciéncias e Tecnologia PUCRS, Museu de Zoologia da USP
(MZUSP), Museu Paraense Emilio Goledi (MPEG), Universidade Federal do Paré-
Braganca, Instituto Nacional de Pesquisas Amazonicas (INPA), Field Museum of
Natural History (FMNH) e Lousiana State University Museum of Zoology (LSUMZ)
(Tabela 1). O grupo externo inclui representantes dos géneros, llicura, Masius,
Corapipo, Xenopipo, Manacus e Dixiphia, da familia Pipridae, obtidos de sequéncias
disponiveis no GenBank (Tabela 1), as quais foram escolhidas com base em sua posi¢édo
como taxons proximamente relacionados com Chiroxiphia (Tello et al. 2009, Mckay et
al. 2010).



Figura 2. Mapa demostrando a distribui¢do geografica das subespécies de Chiroxiphia
pareola, a numeracao corresponde as amostras utilizadas neste estudo (Tabela 1). Em
vermelho C. p. pareola do norte, em marrom C. p. pareola do sul, em cinza C. p.
regina, em bordo C. p. napensis e 0s nimeros 19-21 correspondem a subespécie C. p.
atlantica.

2.2. Extracao e sequenciamento

O DNA total foi extraido de tecido muscular ou de penas, usando o Dneasy
tissue kit (Qiagen) seguindo as orientacdes do fabricante. Amplificamos e sequenciamos
dois genes mitocondriais (DNAmt) e dois genes nucleares. Para amplificar o DNAmt
citocromo oxidase | (COI) usamos o coquetel de primers adaptado de Ivanova et al.
(2007), anexado com M13 para auxiliar no sequenciamento (Messing 1983), para o
DNAmMt NADH desidrogenase subunidade 2 (ND2) usamos os primers L5216 e H6313
(Sorenson et al. 1999). Para amplificar as duas regides nucleares, RAG-1 e RAG-2
foram usados neste estudo os seguintes primers, RAG-1: 17-20, 19-22, 21-24, 23-2b;
RAG-2: 1-16 (Groth e Barrowclough 1999, Barker et al. 2004, Tello et al. 2009).

As amplificagdes de PCR foram realizadas em 20 ul de reagéo, usando 1-2 ul do
DNA extraido (60 — 100ng), 0,2U de Tag DNA polimerase (Invitrogem), 1X Buffer,
2mM MgCl,, 0,2mM dNTPs e 0,5uM de cada primer. As condi¢des de PCR para o



ND2 foram descritas em Sorenson et al. (1999), COI como em Ivanova et al. (2007) e
para os genes nucleares RAG-1 e RAG-2 como em Tello et al. (2009). Os produtos
amplificados foram purificados através da reacdo enzimatica da Exonuclease e Shrimp
Alkaline Phosphatase (EXoSAP-IT™ GE Healthcare). Os produtos limpos foram usados
como modelo para 0 sequenciamento em ambas as dire¢cOes usando os primers de
amplificagdo, exceto para o COIl, no qual foi anexo M13 para auxiliar o
sequenciamento. As reacdes de sequenciamento foram lidas no sequenciador automatico
MegaBACE 1000.

2.3. Andlises das sequéncias

Sequéncias foram visualizadas, unidas e editadas usando o Geneious pro™ 5.4.3
(Drummond et al. 2011) e serdo depositadas no GenBank. Nenhuma das sequéncias dos
quatro marcadores apresentou indels ou codons de parada. O alinhamento das
sequéncias foi realizada utilizando Muscle, implementado no Geneious sob parametros
padrdes. O tamanho dos alinhamentos sdo 618 pb para COIl, 965 para ND2, 1973 para
RAG1 e 1008 para RAG2.



Tabela 1. Identificacdo das espécies, fonte (voucher ou nimero de identificacdo do tecido), cddigo da amostra, localidade e codigo de
acesso do GenBank para cada gene. Acrénimos: MPEG (Museu Paraense Emilio Goeldi), INPA (Instituto Nacional de Pesquisas
Amazonicas), FMNH (Field Museum Natural History), LSUMZ (Louisiana Satate University Museum of Natural Science), MZUSP
(Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo), MCP (Museu de Ciéncias e Tecnologia — PUCRS) e ABO (Universidade Federal do

Pard — Campus Braganca). *Sao as sequéncias produzidas neste estudo que posteriormente receberdo um cddigo de acesso do GenBank.

# Taxon Source Locality ND2 Col RAG1 RAG2
1 Chiroxiphia pareola regina MPEG 59653 Brazil, Amazonas, Novo Airdo * * * *
2 Chiroxiphia pareola regina INPA 238 Brazil, Amazonas, RDS Amana * * * *
3 Chiroxiphia pareola regina MPEG 62360 Brazil, Amazonas, Coari * * * *
4 Chiroxiphia pareola regina MPEG 68986 Brazil, Para, Jacareacanga * * * *
5 Chiroxiphia pareola regina MPEG 71228 Brazil, Rondénia, Machadinho d'Oeste * * * *
6 Chiroxiphia pareola regina MPEG 60257 Brazil, Amazonas, Jutai * * * *
7 Chiroxiphia pareola pareola INPA 1768 Brazil, Roraima, Boa Vista * * * *
8 Chiroxiphia pareola pareola FMNH 391547  Brazil, Amapa * * * *
9 Chiroxiphia pareola pareola FMNH 391546  Brazil, Amapa * * * *
10 Chiroxiphia pareola pareola FMNH 391545  Brazil, Amap4, Tartarugalzinho * * * *
11 Chiroxiphia pareola pareola FMNH 427143  Brazil, Pernambuco, Mata do Estado * * * *
12 Chiroxiphia pareola pareola MPEG 70494 Brazil, Alagoas, Ibateguara * * * *
13 Chiroxiphia pareola pareola MZUSP 84531  Brazil, Sergipe, Capela * * * *
14 Chiroxiphia pareola pareola MPEG 70561 Brazil, Para, Curuga * * * *
15 Chiroxiphia pareola pareola MPEG 61598 Brazil, Mato Grosso, Queréncia * * * *



16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

Chiroxiphia pareola pareola
Chiroxiphia pareola pareola
Chiroxiphia pareola napensis
Chiroxiphia pareola atlantica
Chiroxiphia pareola atlantica
Chiroxiphia pareola atlantica
Chiroxiphia caudata
Chiroxiphia caudata
Chiroxiphia boliviana
Chiroxiphia boliviana
Chiroxiphia linearis
Chiroxiphia linearis
Chiroxiphia lanceolata
Chiroxiphia lanceolata
Antilophia bokermanni
Antilophia bokermanni
Antilophia galeata

Manacus manacus

Dixiphia pipra

Xenopipo sp.

Ilicura militaris

Masius sp.

Corapipo sp.

FMNH 391549
MZUSP 83685
LSUMZ 5470
FMNH 394508
FMNH 394504
FMNH 394505
MCP 1482
MZUSP 80752
FMNH 433671
LSUMZ 22643
FMNH 434063
FMNH 434067
LSUMZ 26896
LSUMZ 26922
ABO - 1B
ABO -2

Brazil, Para, Melgaco

Brazil, Para, Porto de Moz
Peru, San Martin

Trinidad and Tobago, Tobago
Trinidad and Tobago, Tobago
Trinidad and Tobago, Tobago
Brazil, Rio Grande do Su
Brazil, Séo Paulo, Cotia
Peru, Cusco, Paucartambo
Bolivia, La Paz

El Salvador, Ahuachapan

El Salvador, Sonsonate
Panama, Panama

Panama, Panama

Ceara

Ceara

GU985490
DQ363987
EF501952

GU985517
AY136621
GU985505
GU985495

EF111037
FJ027769

EF111031
EF111047
JN801754
EF111035
EF111038

*

*

FJ501780
FJ501664
FJ501625
FJ501766
FJ501645
FJ501666
FJ501621

*

*

FJ501780
FJ501844
FJ501805
FJ501946
FJ501825
FJ501846
FJ501801




2.4. Reconstrucdes filogenéticas

A andlise filogenética das sequéncias foi realizada através de diversos métodos.
Para 0 método estatistico Bayesiano foi utilizado o pacote de software BEAST v.1.6.2
(Drummond e Rambaut 2007). Cada gene teve sua propria taxa de substituicdo e seu
modelo de substituicdo de nucleotideos. Para os genes mitocondriais foi usado o modelo
HKY + T com 4 categorias distribuidos entre as variagdes dos sitios e sitios invariaveis
(Hasegawa et al. 1985, Yang 1994), enquanto para os genes nucleares o modelo
selecionado foi HKY, sem modelo de heterogeneidade e ou propor¢cdo de sitios
invariaveis. Como a analise envolveu varias espécies e géneros, utilizamos o
"Speciation: Yule process” como "tree prior". Os tempos de divergéncia foram
estimados usando o prior relégio molecular estrito e a taxa de substituicdo seguindo
uma distribuicdo normal com média de 1,105E-® (por sitio por ano) com desvio padréo
de 0,34E-%, o qual foi demonstrado ser valida para aves por Weir e Schluter (2008),
devido a auséncia de pontos de calibracdo dentro de Pipridae. Esta taxa de substitui¢éo
foi definida para os dois genes mitocondriais, COIl e ND2, sendo as taxas para 0s genes
nucleares estimadas a partir destes. Para cada analise, utilizou-se 2 buscas
independentes de Markov chains Monte Carlo (MCMC) executando 50.000.000
geracbes com amostras retidas a cada 5.000 geracBGes, com os primeiros 10% das
geracOes descartadas como burn-in. As analises foram checadas usando o programa
Tracer 1.5 (Rambaut e Drummond 2009). A arvore filogenética final foi sumarizada na
forma de uma "Maximum clade credibility tree” usando o programa TreeAnnotator
v.1.6.2 (Drummond e Rambault 2007). Uma filogenia de espécies ("species tree") foi
também estimada no BEAST usando o método *Beast (Heled e Drummond 2010)
usando 0s mesmos parametros e comandos descritos acima a analise Bayesiana

tradicional.

Como alguns individuos possuem uma proporc¢éo relativamente grande de sitios
faltantes (p.ex., Antilophia bokermanni), foi realizada outra analise bayesiana com um
numero mais reduzido de taxons (21 individuos), tendo sido retirados os individuos com
maior proporgdo de dados faltantes, maximizando assim os sitos com informagao

completa.



O método da méxima verossimilhanca (maximum likelihood) foi aplicado
através do programa RAXML-HPC 7.2.8 (Stamatakis 2006, Stamatakis et al. 2008)
implementado no "CIPRES Science Gateway" (Miller et al. 2010), tendo sido utilizado
um modelo com 4 particdes e outros parametros default. A arvore de consenso € do tipo

"majority rule” de 200 replicacGes de bootstrap.

3. Resultados

Foram obtidos 4564 sitios no total, sendo 688 varidveis, sendo 501 informativas
para parcimonia. As filogenias bayesiana (Bl, Figura 3), de maxima verossimilhanga
(ML, Figura 4), e do tipo species tree (ST, Figura 5) apresentam alto suporte para a
maior parte dos agrupamentos. Além disso, mostram, com alto suporte, um clado
agrupando estreitamente as espécies de Chiroxiphia + Antilophia. As sequéncias dos
individuos das duas espécies de Antilophia sdo extremamente semelhantes, inclusive as
sequéncias nucleares de A. galeata sdo idénticas as de um dos individuos de A.
bokermanni. Por outro lado, as filogenias sugerem que Chiroxiphia ndo é monofilético,
uma vez que as especies de Antilophia aparecem como irmas de C. boliviana. Porém,
este agrupamento apresenta graus variados de suporte nas trés filogenias apresentadas
acima, entre 0,97 a 0,88 de probabilidade posterior. Para testar se a maior proporcao de
sitios ausentes em alguns individuos, em especial a auséncia dos segmentos
mitocondriais em A. bokermanni, poderia estar afetando os indices de suporte das
filogenias, foi estimada uma nova filogenia Bayesiana sem 17 individuos com maior
quantidade de sitios faltantes, inclusive A. bokermanni (Figura 6). Esta filogenia
apresenta 0 mesmo padrédo de relacionamento das anteriores, mas os valores de suporte
se mostraram superiores, inclusive o agrupamento de C. boliviana com Antilophia

galeata apresentou PP de 1.

Dentro do clado Chiroxiphia + Antilophia, outros agrupamentos com alto
suporte sdo C. linearis + C. lanceolata, e C. pareola com todas as subespécies. A
posicdo filogenética de C. caudata, como grupo irm&o dos dois grupos citados acima, é

a que apresenta 0S menores valores de suporte.
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Dixiphia pipra
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Figura 3. Arvore do tipo "Maximum clade credibility" derivada da analise Bayesiana
do BEAST. Os valores de suporte correspondem a posterior probabilidade Bayesiana.
NUmeros proximos aos nomes correspondem aos nimeros na Tabela 1.
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NUmeros proximos aos individuos correspondem aos nimeros na Tabela 1.
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Figura 5. Arvore do tipo "Maximum clade credibility" estimada pelo método de
"species tree" Bayesiano *BEAST. Os valores de suporte correspondem a probabilidade
posterior Bayesiana. A escala de tempo esta em milhdes de anos.

Dentro de C. pareola, quatro filogrupos foram recuperados, as subespécies
regina e napensis correspondem a unidades evolutivas independentes, enquanto a
subespécie atlantica esta incluida em C. pareola nominal. Chiroxiphia p. pareola esta
dividia em dois grupos principais, um ao norte e o outro ao sul do baixo rio Amazonas
(Figura 3). O clado sul pode adicionalmente ser separado em dois filogrupos, um do

sudeste da Amazonia e outro da Mata Atlantica.
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Figura 6. Arvore do tipo "Maximum clade credibility" derivada da anélise Bayesiana
com os 21 individuos com menor nimero de sitios faltantes. Os valores de suporte
correspondem a posterior probabilidade Bayesiana. Numeros proéximos aos nomes
correspondem aos nimeros na Tabela 1.

4. Discussao

As nossas filogenias moleculares, com ampla cobertura taxondmica e de genes,
apontam claramente que as duas espécies de Antilophia estdo inseridas entre as espécies

de Chiroxiphia, especificamente formando um clado com C. boliviana.

Esta auséncia de monofiletismo em Chiroxiphia foi primeiramente reportada por
Tello et al. (2009), porém com base nos baixos valores de suporte dos nés, nenhuma
alteracdo taxondmica foi proposta naquele trabalho. Além disso, aquele estudo possuia
baixa representatividade taxonémica (apenas dois individuos de Chiroxiphia e um de
Antilophia foram usados), com o uso de apenas dois genes. Porém, curiosamente,
naquele estudo Antilophia galeata agrupou com C. caudata e ndo com C. boliviana
como no nosso estudo. Miller (1908) foi o primeiro a sugerir uma relacdo proxima entre
os dois géneros, sugerindo que o tamanho e formato da cauda de C. boliviana seria um

"passo evolutivo intermediario” na direcdo de Antilophia. Adicionalmente, a
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proximidade evolutiva entre Chiroxiphia e Antilophia é suportada pela ocorréncia de
hibridacdo entre C. caudata e A. galeata no sudeste do Brasil, onde as duas espécies
estdo em contato (Pacheco e Parrini 1995, Sick 1997), enquanto Prum (1992) encontrou
que apenas um carater derivado da siringe suportaria 0 monofiletismo de Chiroxiphia

em relacdo a Antilophia.

Apesar do suporte para a insercdo de Antilophia em Chiroxiphia ser um pouco
baixo na "species tree" (PP=0,88, Figura 5), as outras filogenias, e em especial a
filogenia com menos sitios faltantes (Figura 6), apresentam alto suporte para este
agrupamento. Portanto, a classificacdo de Chiroxiphia e Antilophia tem que ser revista.
As duas opcbes possiveis sdo a sinonimizacdo de Antilophia com Chiroxiphia (o qual
tem prioridade) com a passagem de A. galeata e A. bokermanni para Chiroxiphia. Uma
segunda opc¢éo seria a transferéncia de C. boliviana para Antilophia, ficando assim os

dois géneros monofiléticos.

Consideramos que a segunda opcdo é menos adequada, primeiro, porque as
diferencas entre C. boliviana e Antilophia sdo muito grandes, tanto morfoldgicas quanto
comportamentais, 0 que criaria um género bastante heterogéneo. Além disso, como o
agrupamento de C. caudata junto com o clado que, nesta mudancga taxonémica, seria
Chiroxiphia, é ainda suportada com baixos valores nas filogenias, existe a possibilidade
de no futuro C. caudata se posicionar fora deste tltimo clado, o que exigiria mais uma
mudanca taxondémica relevante. J& a sinonimizacdo de Antilophia com Chiroxiphia €
estavel a esta e diversas outras mudancgas futuras na filogenia do grupo. Portanto,
recomendamos que Antilophia galeata e A. bokermanni, sejam tratadas daqui em diante

como Chiroxiphia.

Chiroxiphia galeata e C. bokermanni sdo as duas Unicas espécies dentro da
familia Pipridae que ndo reproduzem em sistema de lek (Prum 1994b, Régo et al. 2010).
Snow (1975) sugeriu que C. galeata poderia ser uma espécie "primitiva" dentro dos
piprideos dada a auséncia da reproducdo em lek. Porém, as nossas filogenias nédo
corroboram esta hip6tese, sendo mais favoravel a hipotese de Prum (1994b), que
postula que em algum momento da trajetoria evolutiva da linhagem que deu origem a C.

galeata e C. bokermanni, houve a perda do comportamento de lek. Segundo Prum

14



(1994b) a perda do comportamento de lek estaria associada com a preferéncia de habitat

destas espécies.

O status de espécie plena para C. boliviana é plenamente justificado, uma vez
que ela ndo é proximamente relacionada com C. pareola, para a qual foi até
recentemente tradada como subespécie (Snow 2004). Segundo Ancides e Peterson
(2009), as espécies de piprideos geralmente tém nichos ecoldgicos caracterizados por
alta temperatura e precipitacdo, embora algumas espécies ocorram sob condi¢Ges mais
frias ou é&ridas, C. boliviana é um dos casos extremos, uma vez que ocorre em areas
frias e secas no sul dos Andes. De acordo com estes mesmos autores, C. boliviana
representa um taxon que teria reinvadido altas elevacdes de clima mais frio, de um
ambiente de clima quente e Umido de planicie que é caracteristico para o género.
Contudo, esta hipotese pode ser descartada, uma vez que C. boliviana teria separado das
demais espécies de clima Umido, junto com C. galeata e C. bokermanni, em torno de 4
milhGes de anos atras (Mya). Chiroxiphia galeata e C. bokermanni séo espécies restritas
ao bioma Cerrado (Snow 1975, Coelho e Silva 1998), o qual € caracterizado por clima
seco e quente. Desta forma, podemos concluir que a divisdo que ocorreu dentro do
género Chiroxiphia em torno de 4 Mya teria levado a formacdo de dois agrupamentos
principais, um que deu origem as espécies de clima seco e outro que originou as

espécies de clima umido.

Nos nossos resultados, C. caudata, espécie endémica da Mata Atlantica é uma
linhagem isolada, que teria divergido dos grupos de espécies pareola e linearis ha
aproximadamente 3,7 Mya, Outras espécies endémicas da Mata Atlantica divergiram de
suas linhagens irmas amazonicas em torno do mesmo tempo, Pteroglossus bailloni (2,3-
3,7 Mya: Patel et al. 2011), Brotogeris tirica (3-3,6 Mya: Ribas et al. 2009),
Xiphorhynchus fuscus (ca. 3 Mya: Cabanne et al. 2008), Dendrocincla turdina (ca. 3
Mya: Weir e Price 2011), Mionectes rufiventris (ca. 2,9 Mya: Miller et al. 2008). No
leste do Brasil, onde a distribuicdo de C. caudata encontra com C. pareola, elas se
excluem altitudinalmente, com C. caudata ocorrendo em florestas montanas, enquanto

C. pareola é encontrada em matas de planicie (Snow 1975).

Chiroxiphia pareola foi algumas vezes tratada coespecificamente com C.
linearis, C. lanceolata e C. boliviana (Snow 2004) e, por outro lado, todas as
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subespécies conhecidas do complexo C. pareola foram separadas como espécies plenas
(Miller 1908). Nossos resultados apoiam o arranjo proposto por Miller (1908), exceto
para o reconhecimento de C. p. atlantica como espécie, uma vez que este taxon nao
apresentou independéncia evolutiva em relacdo a C. pareola. Ela é maior que C.
pareola nominal, mas muito semelhante, ndo somente na plumagem, mas também nas

vocalizacOes e no display (Snow 1971) (ver abaixo).

Segundo Haffer (1987), as subespécies amazonicas C. pareola regina e C. p.
napensis apresentam um padrdo de divergéncia morfoldgica entre elas e para C. pareola
nominal similar com a diferenca encontrada entre C. linearis e C. lanceolata, o que
poderia levar ao reconhecimento destas formas como espécies separadas, contudo, nada
é conhecido sobre suas vocalizacBes e displays. Baseado em nossos resultados, que
mostram tanto a monofilia destes dois taxons quando um tempo de separa¢do, ao redor
de 1 milhdo de anos, muito semelhante ao par C. linearis e C. lanceolata, e na distin¢éo
morfologica consistente entre os taxons envolvidos (Miller 1908), propomos o

reconhecimento de C. regina e C. napensis como espécies plenas.

Chiroxiphia regina foi anteriormente divida em duas subespécies, a subespécie
nominal, que ocorre nas duas margens do Solimdes e Chiroxiphia regina alicei, descrita
em 1937 por Hellmayr e Gyldenstolpe (Pinto 1944) da margem esquerda do baixo
Solimdes na regido de Codajas. Snow (1979) tratou C. r. alicei como sindnimo de C. p.
regina e Kirwan e Green (2011) ndo foram capazes de detectar nenhuma diferenca
diagndstica entre elas. A sinonimizacdo por Snow (1979) estd de acordo com nossos
resultados, uma vez que C. regina ndo apresentou nenhum sinal de estruturacdo na
regido do baixo Solimdes em sua margem esquerda (amostras 1 e 2). De acordo com
Pinto (1944) os Unicos exemplares conhecidos de C. r. alicei sdo os exemplares da
localidade tipica, sendo que um destes foi determinado por ele como sendo C. regina

nominal.

Chiroxiphia napensis foi por muito tempo confundida como C. pareola, até ter
sido descrita como espécie plena por Miller (1908). De acordo com este autor, a relagdo
com C. regina que se encontra imediatamente a leste e entre napensis e pareola (Figura
1) pode ser mais proxima do que as evidéncias apontam, uma vez que VAarios caracteres

discretos da plumagem de C. napensis se aproximam daqueles de C. regina. Nossos
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resultados justificam a ideia de Miller (1908), uma vez que encontramos que C.
napensis é a espécie irmd de C. regina, as duas espécies teriam separados por volta de 1
Mya. Uma vez que C. regina ocorre ao norte do rio Solimdes (Figura 1), no centro de
endemismo Napo, do qual C. napensis € endémica, nenhum grande rio amazo6nico
parece atuar como barreira para separar as duas espécies, sugerimos que processos ndo

vicariantes teriam desempenhado papel fundamental na formacao das duas espécies.

Cheviron et al. (2005) assumem que em Lepidothrix coronata, uma espécie de
piprideo que no oeste/sudoeste da Amazonia apresentou quatro clados bem suportados,
de ocorréncia parapatrica, e que para alguns destes nenhuma barreira biogeogréafica é
conhecida, mudangas na vegetacdo associadas com flutuacdes climaticas, bem como
expansédo de distribuicdo podem ter desempenhado papel fundamental na formagéo das

linhagens.

Em C. pareola, o padrdo observado esta de acordo com Hayes e Sewlal (2004)
onde o curso inferior do rio Amazonas é uma barreira efetiva para dispersdo de aves
florestais. A separacdo data de aproximadamente 700.000 anos atras o que estaria em
acordo com Irion et al (1995) e Lundberg et al. (1998) onde periodos de elevagdo do
nivel do mar teriam ocorrido no final do Plioceno ou inicio do Pleistoceno. Estes
periodos de elevacdo do nivel do mar tiveram enorme impacto sobre a formacdo do
moderno sistema do rio Amazonas e sua biota associada, com a formacdo de grandes
lagos de &gua doce especialmente na parte inferior do Amazonas (Irion et al. 1995,
Lundberg et al. 1998). Esta grande diferenciacgdo entre os filogrupos Norte e Sul do rio
Amazonas de C. pareola aponta uma necessidade de novos estudos neste grupo, 0s
quais poderao levar a reavalia¢do do status taxondmicos dos mesmos, como subespécies
ou mesmo espécies distintas. Sugerimos que estes estudos foquem nas diferencas
vocais, uma vez que diferengas em comportamentos de corte, incluindo vocalizacgdes e
sons mecanicos podem reforcar o isolamento reprodutivo entre populacdes divergentes
e levar ao reconhecimento destas como espécies (Prum 1994a e 1997). Contudo, sob o
ponto de vista filogenético, os dois filogrupos devem ser reconhecidos como unidades

evolutivas basicas.

A separacdo observada entre o sudeste da Amazénia e a Mata Atlantica em C.
pareola, € bem mais recente, em torno de 220.000 de anos atrds, concordando com
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Santos et al. (2007) que sugerem a ocorréncia de conectividade entre Amazonia e a
Floresta Atlantica durante véarios periodos do Pleistoceno. A divergéncia recente e
consequentemente a proximidade evolutiva entre o sudeste da Amazbnia e Mata
Atlantica esta de acordo com encontrado para outras espécies de aves, como Schiffornis
turdina (Niary 2007) Mionectes oleagineus (Miller et al. 2008) e Glyphorhynchus
spirurus (Marks et al. 2002).

Com base em nossos dados, a auséncia de monofiletismo para C. p. atlantica
esta relacionada com o recente isolamento entre as populacdes. Parece provavel que a
populacéo isolada de Chiroxiphia em Tobago data da ultima glaciacdo, quando Tobago
foi separado de Trinidad, e que posteriormente C. pareola teria sido extinta de Trinidad
e em partes adjacentes da Venezuela, regido esta que é hoje ocupada por C. lanceolata
(Snow 1985). De acordo com Hoglund e Shorey (2004), Manacus manacus trinitatis,
subespécie endémica de Trinidad, teria sido completamente isolada da populacédo

continental a aproximadamente 10.000 anos.

A proximidade evolutiva encontrada entre C. linearis e C. lanceolata, as Unicas
que atingiram o Istmo do Panama, estda em concordancia com Haffer (1987) que
hipotetizou que se elas estivessem em contato, devido a similaridade em seus
repertorios vocais, elas poderiam hibridizar e consequentemente serem consideradas
coespecificas. As duas espécies sdo muito semelhantes, em todas as suas plumagens,
exceto pela forma da retriz central, que em C. linearis é extremamente alongada (Miller
1908). A formacéo do Istmo do Panama, que conectou a América do Sul com a América
do Norte, data de aproximadamente 3,5 Mya. (Johnson e Weckstein 2011), a datacédo
esta de acordo com nossos dados, onde C. linearis e C. lanceolata teriam surgido
aproximadamente ha 3,3 Mya. Um padrdo reincidente € observado nas relacfes
intraespecificas na América Central, onde foi identificada uma quebra biogeografica
separando linhagens irmas distribuidas na porcdo norte e sul da América Central. O
mesmo padrdo foi observado por Ribas et al. (2005) entre Pyrilia coccinicollaris e P.
haematotis e, d’Horta (2009) entre populacGes de Sclerurus mexicanus e S.
guatemalensis. Embora represente uma disjuncdo, espacialmente congruente, sdo
produtos de eventos temporalmente distintos. Entre as espécies do género Pyrilia Ribas
et al. (2005) obtiveram uma estimativa de 3,6 a 5,3 Mya, enquanto d’Horta (2009) em
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S. mexicanus as estimativas ficam entre 1,4 e 3 Mya e para linhagens de S.
guatemalensis as estimativas ficam entre 0,4 a 1,3 Mya, esta Ultima se aproximando das
espécies de Chiroxiphia que estimamos em aproximadamente 1,2 Mya. Desta forma, a
congruéncia geografica registrada para linhagens irmds associada a auséncia de
congruéncia nas estimativas de tempo de divergéncia, sugerem que eventos de
vicariancia nesta regido podem estar associados a processos de natureza ciclica (d’Horta
2009).

O padréo observado no complexo Chiroxiphia pareola se encaixa no descrito
por Aleixo e Rosseti (2007), onde populacdes reciprocamente monofiléticas ocorrem no
Escudo Brasileiro (pareola do sul), Escudo das Guianas (pareola do norte) e nas bacias

sedimentares do oeste da Amazonia (napensis/regina).

De acordo com Haffer (1974), os piprideos amaz6nicos sdo exemplos classicos
de grupos de espécies, filogeneticamente proximas, com distribuicdes parapatricas,
sendo estas muitas vezes delimitadas pelos grandes rios da regido. Contudo, o padrédo
observado para o complexo de subespécies C. pareola que ocorrem em todos 0s centros
de endemismos amazonicos exceto Imeri e Pantepui (Haffer 1978, Cracraft 1995, Silva
et al. 2002), sugere que ndo exista nenhuma estruturacdo profunda entre os centros de
endemismo. O rio Tapajés ndo pode ser considerado como barreira primaria para
separacdo de C. pareola e C. regina, uma vez que estas espécies sdo bastante
diferenciadas e principalmente por ndo serem linhagens irmés. Portanto, a teoria dos
grandes rios Amazoénicos como barreira para o fluxo génico pode ser refutada para a
formacdo da maioria das distintas linhagens evolutivas dentro do grupo pareola, exceto

para a separacdo Norte e Sul do baixo Amazonas.
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