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RESUMO

A familia Threskiornithidae inclui 13 géneros e 32 espécies e suas relagdes
interespecificas, assim como as designag¢fes dos géneros, espécies ou subespécies foram
pouco estudadas. A familia tem sido dividida em duas subfamilias: Plataleinae e
Threskiornithinae. O caso de Eudocimus ruber e Eudocimus albus é uma das questdes
interessantes da taxonomia do grupo, pois tém sido consideradas como espécies, mas
mostram similaridades no comportamento e ha registros de hibridizacdo na natureza. Os
objetivos do presente estudo foram reconstruir as relacbes filogenéticas dentro da
familia Threskiornithidae e avaliar o nivel de diferenciacdo genética entre Eudocimus
albus e E. ruber, baseando-se nos dados de sequéncias de genes mitocondriais e
nucleares. DNA foi extraido de amostras de sangue e de tecidos de 13 espécies de
Threskiornithidae, representantes de sete géneros da familia e de dois grupos externos.
Para o estudo do caso de Eudocimus foram analisadas amostras de 10 individuos de
cada espécie. Foram sequenciados os genes 16S rRNA e o intron 7 do B-fibrinogénio
para todas as espécies. Nos individuos de Eudocimus foram sequenciados também os
genes Citocromo B, Citocromo Oxidase I, o intron 11 da Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase, o intron 4 da Proteina Proteolipidica da Mielina e o intron 2 da
Mioglobina. Sequéncias para outras cinco espécies da familia foram obtidas do
GenBank. Arvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de inferéncia de
Neighbor-Joining, Mé&xima Parcimonia, Maxima Verossimilhanca, Anélise Bayesiana e
Estimativa Bayesiana de arvore de espécies. Redes de hapl6tipos e distancias genéticas
foram determinadas para as sequéncias de Eudocimus. Diversas abordagens de
delimitacdo de espécies usando informacdo multilocus foram realizadas. A familia
Threskiornithidae com 18 espécies se apresentou como grupo monofilético fortemente
sustentado em todas as andlises. A classificacdo atual das duas subfamilias ndo foi
corroborada: Plataleinae se apresentou como grupo monofilético, mas agrupada dentro
dos Threskiornithinae, sendo este tltimo um grupo parafilético. Os testes de monofilia
rejeitaram a hipdtese de Threskiornithinae ser um grupo monofilético. A familia
Threskiornithidae pode ser dividida em dois grupos: o primeiro agrupando somente
géneros endémicos do continente americano (Theristicus e Eudocimus) e 0 outro com as
demais espécies. Dentro deste ultimo clado, observa-se em posi¢do basal as espécies do
género Plegadis e a subfamilia Plataleinae agrupada com o restante das espécies. Este
padrdo de distribuicdo de espécies concorda com uma divisdo inicial Gondwaénica e uma
posterior colonizacdo por especies do velho ao novo mundo. A divergéncia da familia
foi estimada em 35 — 40 milhdes de anos, data anterior a separacdo do continente
Americano da Antartica. As analises genéticas mitocondriais mostraram as espécies de
Eudocimus como duas linhagens diferentes. Nas analises multilocus baseadas nos genes
nucleares foi possivel recuperar um forte sinal de especiagdo apesar da polifilia
encontrada em trés dos quatro marcadores.

Palavras-Chave: Filogenia molecular; Threskiornithidae. Plataleinae. Guara.
Eudocimus. Delimitacdo de especies.



ABSTRACT

The family Threskiornithidae includes 13 genera and 32 species, but the
relationships among genera, species or subspecies have been little studied. This family
is traditionally divided into two subfamilies: Plataleinae and Threskiornithinae. One of
the more interesting taxonomical questions within this group is the case of the species
Eudocimus ruber and Eudocimus albus. They are usually considered as separate
species, but they show similar behavior and there are also records of hybridization in
nature. This study aims to reconstruct the phylogenetic relationships within the family
Threskiornithidae as well as assess the level of genetic differentiation between
Eudocimus albus and E. rubber, using mitochondrial and nuclear gene sequences. DNA
was extracted from blood and tissue samples from 13 species of Threskiornithidae
(seven genera) and two outgroups. For the Eudocimus study were extracted 10
individuals of each species. We sequenced the 16S rRNA and the intron 7 of B-
Fibrinogen for all species. For Eudocimus Cytochrome B, Cytochrome Oxidase I, intron
11 of Glyceraldehyde-3-Phosphate Desidrogenase, intron 4 of the Myelin Proteolipid
Protein and intron 2 of Myoglobin were also sequenced. Sequences for other five
species of the family were obtained from GenBank. Phylogenetic trees were constructed
using Neighbor-Joining, Maximum Parsimony, Maximum Likelihood, Bayesian
inference and Bayesian inference of species tree. Networks and genetic distances were
determined for Eudocimus’ haplotypes. Several approaches for species delimitation
using multilocus data were applied. All analyses strongly supported the family
Threskiornithidae (18 species) as a monophyletic group. However, the current
classification of two subfamilies was not supported by our data: Plataleinae formed a
monophyletic group, but nested within Threskiornithinae (a paraphyletic group). Tests
of monophyly rejected the hypothesis of monophyly of Threskiornithinae. The family
Threskiornithidae also showed a division into two groups: one with only genera
endemic to the American continent (Theristicus and Eudocimus) and another with the
remaining species. Within the latter clade, species of genus Plegadis are observed in a
basal position, while subfamily Plataleinae was grouped with the remaining species.
This pattern of species distribution suggests an initial Gondwana division and
subsequent colonization by species from the Old to the New World. The divergence
within the family was estimated at 35-40 million years, which is before the separation
between America and Antarctica. Mitochondrial genetic analysis showed Eudocimus
species as two different lineages. Multilocus analysis based on nuclear genes revealed a
strong signal of speciation despite the polyphyly found in three of the four markers.

Keywords: Molecular phylogeny. Threskiornithidae. Plataleinae. Scarlet Ibis.
Eudocimus. Species delimitation.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Estudos filogenéticos e conservacao da biodiversidade

A importancia da conservacdo da biodiversidade foi uma das principais
conclusbes da Conferéncia das Nagdes Unidas sobre Meio Ambiente e
Desenvolvimento, ocorrida no Rio de Janeiro e assinada por 168 paises, incluindo o
Brasil (CONVENTION OF BIOLOGICAL DIVERSITY, 1992). As ac0es
conservacionistas podem ser planejadas em niveis diversos: a partir dos genes, espécies
ou ecossistemas. A conservacao da biodiversidade referente as espécies s6 sera mais
adequadamente planejada, quando as relacdes taxonémicas ficarem esclarecidas dentro

de um grupo (NOSS, 1990).

Os métodos moleculares disponiveis para a reconstrucdo das relacdes
filogenéticas apresentam vantagens e limitacdes. Metodologias que usam as seqiiéncias
macromoleculares como as do DNA tém sido geralmente as mais selecionadas, pois
permitem inferéncias quantitativas a respeito das relacGes filogenéticas. A analise de
sequéncias de DNA aplicada aos estudos evolutivos tem ajudado a descrever a
diversidade da vida e tem permitido analisar as relacdes evolutivas detalhadas dentro de

grupos diversos de organismos (STOECKLE, 2003).

O DNA mitocondrial (DNAmIt) possui caracteristicas Unicas que o tornam
muito apropriado para os estudos evolutivos: possui uma frequéncia alta de mutacées (5
a 10 vezes maior que o DNA nuclear), ndo sofre recombinacdo e tem transmissédo
unidirecional pela via materna ao longo das geragdes. Estas caracteristicas do DNAmit
permitem sua utilizacdo em comparacfes entre estruturas genéticas dentro de uma
mesma espeécie e entre espécies relacionadas (BROWN, et al., 1979; AVISE, 2004).
Diversos genes mitocondriais tém sido utilizados em estudos filogenéticos nas aves.

Podemos citar entre eles o gene do Citocromo B (CytB), utilizado por Slikas, (1997)
1



para reconstruir a filogenia da familia Ciconiidae. Fain e Houde (2007) usaram este
mesmo marcador junto com outros marcadores mitocondriais (incluindo o gene 16S
rRNA), no estudo da filogenia dos Gruiformes. Van Tuinen et al. (2001) usou o gene
16S rRNA entre outros marcadores para estudar a evolucdo das aves aquaticas. Hebert
et al. (2004), Yoo et al. (2006) e Kerr et al. (2009) avaliaram a funcionalidade do gene
da subunidade | da Citocromo C Oxidase | (COIl) como barcode do DNA em diversas
ordens de aves, validando a efetividade desta abordagem na identificacdo de diversas

espécies.

Marcadores nucleares também tém sido utilizados em estudos filogenéticos. Um
exemplo é o do gene 18S rRNA que por ser muito conservado tem sido utilizado para
definir relagdes evolutivas entre taxa mais distantes (VAN TUINEN et al., 2000). Genes
como o do intron Il do gene da Mioglobina, o c-myc, 0 RAG-1, o do B-Fibrinogénio
(intron7) e o da Ornitina Descarboxilase (introns 6 e 7, e 0 exon 7), assim como mais
alguns foram utilizados por Hackett et al. (2008) em uma abordagem filogendmica com
19 locos nucleares e 169 espécies de aves. Esses autores propuseram uma nova Vvisao da
classificacdo atual e do nosso entendimento a respeito da evolucdo das aves. Nesse
estudo foi incluida apenas uma espécie da familia Threskiornithidae e, por esse motivo,

as relacgdes internas desse grupo ndo foram analisadas.

No entanto existem limitagdes na utilizagdo de DNAmit ou de DNA nuclear. O
DNA mitocondrial possui uma maior taxa evolutiva, mas é limitado pelo fato de ser
herdado por uma so linhagem parental. Os genes nucleares podem sofrer recombinacéo,
possuem uma taxa evolutiva geralmente menor, mas sdo herdados por ambas as
linhagens. A tendéncia atual € a utilizacdo de ambos os tipos de genes e trabalhar com

um maior numero de genes com o intuito de evitar o efeito estocastico do processo



coalescente, refletindo assim as historias evolutivas das espécies e ndo de um Unico

gene.
1.2.  Sistematica em aves

Inicialmente, a sistematica das aves era descritiva e a classificacdo era baseada
somente na anatomia. Essa etapa foi sucedida por um periodo comparativo confinado
aos estudos dos esqueletos, articulagcbes ou sistemas e, depois, por um periodo
filogenético intenso estimulado por descobrimentos paleontoldgicos e pela expansédo de
analises baseadas em sequéncias de DNA (LIVEZEY; ZUSI, 2007). Apesar dos
diversos enfoques, a maioria das relagdes evolutivas dentro do grupo das aves

permanece sem solucdo (HACKETT et al. 2008).

As dificuldades para recuperar as relacGes evolutivas no grupo das aves sdo
possivelmente devidas a uma rapida divergéncia inicial na sua historia evolutiva. Essa
condicdo resultou no surgimento de muitos grupos morfologicamente distintos, com
poucas formas intermediarias que unam esses grupos bem definidos (HACKETT et al.
2008). Apenas dois nos na base da arvore das aves sdo consistentemente suportados
pelos estudos filogenéticos moleculares e morfologicos. O primeiro nd divide 0s
Paleognathae (ratitas e tinamideos) e os Neognathae (todas as outras aves) e o segundo
no divide os Neognathae em Galloanserae (galinhas, patos e outros) e Neoaves (0S
outros neognathos) (HACKETT et al. 2008). A maioria das aves pertence ao grupo das
Neoaves (95% das espécies existentes), mas existe pouco consenso sobre as relagdes
dentro deste clado. James (2005) afirma que o maior problema na sistematica das aves

sdo as relacdes profundas entre os taxa modernos.



1.2.1. A familia Threskiornithidae na ordem dos Pelecaniformes

A familia Threskiornithidae foi tradicionalmente classificada em uma das ordens
mais classicas da sistematica das aves: a ordem dos Ciconiiformes que abrange aves
pernaltas, de bico e pesco¢o longos (SIBLEY; AHLQUIST, 1990). H& controversias,
entretanto, sobre a monofilia desta ordem e alguns autores propuseram este grupo como
parafilético (SIBLEY; AHLQUIST, 1990). A ordem compreende grupos heterogéneos e
somente as familias Ciconiidae (cegonhas), Threskiornithidae (ibis e colhereiros) e
Ardeidae (garcas) foram geralmente aceitas como pertencentes a ordem (VAN TUINEN
et al., 2001; LIVEZEY; SUZI, 2001). Outras duas familias monogenéricas
(Balaenicipitidae e Scopidae) também foram consideradas como pertencentes a ordem
dos Ciconiiformes, embora estudos moleculares as cologuem como mais relacionadas

aos Pelecaniformes (VAN TUINEN et al., 2001).

Estudos moleculares, entretanto, apontaram evidéncias que ndo corroboram a
monofilia da ordem. Ericson et al. (2006) trabalhando com cinco genes nucleares
(~5000pb) encontraram que os pelicanos (Pelecanidae) estdo relacionados as garcas
(Ardeidae) e ao grupo dos ibis (Threskiornithidae) e confirmaram que os tradicionais
Pelecaniformes e Ciconiiformes ndo sdo monofiléticos. Hackett et al. (2008) em seu
estudo filogendmico, analisaram aproximadamente 32 Kb e confirmaram que o0s
Pelecaniformes e Ciconiiformes tipicos estdo misturados em um mesmo clado.
Baseando-se neste ultimo trabalho, o projeto mundial “Tree of life” e a American
Ornithologists' Union consideraram somente a familia Ciconiidae como pertencente a
ordem dos Ciconiiformes. As familias Threskiornithidae, Ardeidae, Balaenicipitidae e
Scopidae foram reclassificadas como membros da ordem Pelecaniformes (CHESSER et

al., 2010a) e essa designacao foi adotada no presente estudo.



1.2.2. A familia Threskiornithidae

Threskiornithidae € uma familia que abrange aves de porte médio a grande (de
50 cm até os 110 cm da ibis gigante), sendo os machos levemente maiores que as
fémeas em algumas espécies. O corpo é alongado, mas robusto, com um bico
razoavelmente longo, sendo esse indiscutivelmente, o elemento morfoldgico mais
importante (MATHEU; DEL HOYO, 1992). A familia Threskiornithidae inclui 13
géneros e 32 espécies, mas devido a escassez de estudos de sistematica nesse grupo,
pouco se sabe sobre suas relacdes interespecificas (MATHEU; DEL HOYO, 1992). Sua
monofilia ndo tem sido seriamente questionada. Um dos poucos trabalhos realizado com
nimero maior de espécies e baseado em caracteres da osteologia craniana encontrou a

familia Threskiornithidae como um grupo monofilético (FERREIRA, 2007).

Threskiornithidae foi tradicionalmente subdividida em duas subfamilias:
Threskiornithinae que compreende os ibis e as curicacas (caracterizados pelo seu bico
curvo, longo e estreito) e Plataleinae formado pelos colhereiros (caracterizados pelo
bico em forma de espatula, longo, com a ponta achatada) (AUSTIN JUNIOR;
SINGER, 1983). O principal caractere que distingue as duas subfamilias € a forma do
bico. A validade destas duas subfamilias tem sido questionada por alguns autores
(SIBLEY; AHLQUIST, 1990; FLEISCHER; MCINTOSH 2001; FERREIRA, 2007).
No entanto, outros autores consideram a subfamilia Plataleinae como uma familia
independente (LIVEZEY; ZUSI, 2007). Informacdo adicional, em especial dados

genéticos, poderia contribuir na organizacdo da classificacdo dentro desta familia.

Entre as principais controvérsias taxondémicas da familia Threskiornithidae estéo
as designacdes dos géneros, espécies ou subespecies (REMSEM et al., 2010;
MATHEU; DEL HOYO, 1992). Algumas espécies as vezes sdo isoladas em géneros
monoespecificos (Ajaja, Carphibis, Hagedashi, Harpiprion, Lampribis, Platibis,

5



Thaumatibis), sendo que o numero de géneros da familia varia de acordo com cada
autor, sendo 13 para Matheu & Del Hoyo (1992), 14 para Monroe e Sibley (1993) ou
ainda 18 para Howard e Moore (1998) dependendo de se ha ou ndo a inclusdo destes

géneros.

O problema das subespécies € apresentado para quase todas as especies desta
familia como exemplo: Threskiornis aethiopicus, Bostrychia hagedash, Theristicus
caudatus, Phimosus infuscatus. Essa questdo ndo é colocada apenas para algumas
formas bem diferenciadas como as das espécies do género Platalea (cujas espécies P.
flavipes e P. ajaja costumam ser isoladas em géneros monoespecificos) (MATHEU,;

DEL HOYO, 1992).
1.3.  Eudocimus ruber e Eudocimus albus sdo ou ndo espécies distintas?

Uma questdo taxondmica que merece ser investigada é a que envolve Eudocimus
ruber (LINNAEUS, 1758) e E. albus (LINNAEUS, 1758), isto é, elas deveriam ser
consideradas como espécies ou como subespécies? Eudocimus ruber possui plumagem
vermelha carmesim e ocorre no norte, noroeste e sudeste da América do Sul, em
manguezais das regides costeiras e nas areas alagaveis de agua doce no interior (Figura
1B) (SICK, 1997). Eudocimus albus possui plumagem branca e sua distribui¢éo inclui
todas as trés Américas (Figura 1A). Uma zona de sobreposicdo de ocorréncia de E.
ruber e E. albus pode ser observada nas suas areas de distribuicdo geogréfica, localizada
na regido dos Llanos da Venezuela e da Colémbia (Figura 1) (RAMO; BUSTO, 1987).
Nessa regido E. ruber e E. albus parecem ocupar o mesmo nicho ecologico, alimentam-
se nos mesmos locais, voam juntas nas mesmas formacdes, ocupam as mesmas col6nias
de ninhais e ndo apresentam diferencas na alimentacdo, nem no comportamento

reprodutivo (RAMO; BUSTO, 1987).
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Figura 1 Distribuicdo geografica de Eudocimus albus (A) e Eudocimus ruber (B).
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O primeiro registro de hibridizacdo entre as duas espécie foi no Greyolds Park
na Florida, onde ovos de E. ruber foram introduzidos em 1961 e onde posteriormente
foram observados hibridos rosados na coldnia. (ZAHL, 1967). Ramo e Busto (1987)
relatam ainda a observacdo de 40 casais mistos e 14 copulas mistas entre 1981 e 1984
nos Llanos da Venezuela. Hibridos rosados foram encontrados, também nos EUA, na
forma selvagem na regido costeira da Florida e mais ao norte da Carolina do Sul, e seu

surgimento foi atribuido a fuga de individuos de E. ruber do cativeiro (BELSER, 1989).

Ridgway (1884) considerou-as como uma Unica espécie e Kushlan e Bildstein
(1992) consideraram estas duas espécies como variantes de cor co-especificas. Ramo e
Busto (1987) propdem sua reclassificagdo como subespécies, baseando-se na
observacao de cruzamentos entre elas com progénie, nos Llanos da Venezuela. Hancock
et al. (1992) propdem sua classificacdo como duas subespécies, baseando-se na falta de
isolamento reprodutivo entre individuos em cativeiro. Além disso, esses ultimos
autores, baseando-se em informacdo morfologica sobre o tamanho e coloracéo na época
reprodutiva, propdem que E. albus seja formada por duas subespécies: uma distribuida
desde a América do Norte até Panama e a outra na América do Sul, a segunda

subespécie seria variante de cor do E. ruber (HANCOCK et al., 1992).

Como a especiacdo € um processo gradual e ndo repentino, muitas vezes € dificil
determinar o limite entre espécies. Conceitos modernos de espécie como 0 conceito
geral de linhagem (DE QUEIROZ, 2007) levam em conta esta mudanca gradual e
propde a existéncia de uma gray zone entre uma e duas espécies. Esta gray zone seria
dividida em passos graduais (species criterion), sendo cada um deles representado pela
aquisicdo de diferencas que levariam a formacéo das duas novas espécies a partir de
uma. Esses passos seriam caracterizados pelas etapas em que as duas espécies se tornam
feneticamente diferenciaveis, diagnosticaveis, ou quando apresentam monofilia
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reciproca, isolamento reprodutivo, ou se tornam ecologicamente distintas, etc.. A gray

zone pode ser utilizada quando os diferentes conceitos de espécie entram em conflito.
1.4.  Distribuicdo de Eudocimus ruber

O nome popular de E. ruber no Brasil é guara e essa ave tem sido considerada
como uma das mais belas da avifauna brasileira. Até o século X1X o Brasil apresentava
dois grupos populacionais de E. ruber que estavam espalhadas por grande parte do
litoral brasileiro no norte e sudeste-sul do pais. Antas et al. (1990) estimaram que a
populacdo brasileira totalizava 24.000 guards. A populacdo do sudeste sofreu um
declinio populacional intenso, possivelmente relacionado a altera¢do do seu habitat pelo
homem, o que resultou na sua reducdo drastica. Atualmente, as populacbes de E. ruber
no Brasil estdo quase totalmente restritas as regides costeiras dos estados de Maranhao,
Pard e Amapa e, em algumas raras col6nias, encontradas nos manguezais do estado de
Sdo Paulo, no municipio de Cubatéo e na llha Comprida. A falta de informacéo sobre a
salde dessas populacdes remanescentes representa um problema para a conservacao da

espécie (SANTOS et al., 2006).

Uma das praticas que ainda ameaca essas populacdes € a utilizacdo do guara na
alimentacdo. Esse habito ndo esta relacionado a escassez de outros recursos nas areas de
ocorréncia da espécie. Em col6nias como a da ilha do Cajual (MA), essas aves correm
risco de desaparecer devido ao habito de coleta de ovos e filhotes por parte dos
habitantes locais (RODRIGUES, 1995). Além disso, a caca com armas de fogo

representa outra ameaga real as populagdes do norte do pais.

A populacdo de Cubatéo foi localizada ha mais de vinte anos e a procedéncia
dos individuos fundadores ¢ ainda controversa. Olmos e Silva e Silva (2003) propdem
duas hipdteses: essa populacao seria remanescente do original da regido costeira sudeste

e, de alguma forma, sobreviveu durante o periodo de declinio populacional, sem ter sido
9



detectada anteriormente, ou os fundadores sdo originarios de outro lugar e se
estabeleceram na regido naturalmente ou com ajuda humana. Outros registros esparsos
em Sao Paulo, nos municipios de Itanhaém e Iguape informam a presenca de pequenos
grupos ou de individuos isolados, inclusive com indicios de atividade reprodutiva. A
grande maioria dos registros, porém se refere a regido de Santos / Cubatéo, onde grupos
numerosos séo vistos desde 1984. O numero de aves avistadas em Cubatéo foi de cerca
de 160 na década dos 90 (ARGEL-DE-OLIVEIRA et al., 1993) e de cerca de 500
individuos em 2003 (OLMOS e SILVA E SILVA, 2003). A ocupacdo da Ilha Comprida
parece ser mais recente, pois o grupo foi avistado pela primeira vez no ano 2003, por
todo o Lagamar. No ano de 2005, no periodo de um ano, saltou de 45 para perto de 500
aves, com um rapido aumento nos filhotes o que indica as boas condicbes para a
reproducdo na regido. No ano 2007, a contagem das aves foi 829, com uma estimativa
de 200 a 300 filhotes nos ninhos. A expectativa € que esse nimero ultrapasse 1000 aves

em breve. (http://www.ilhacomprida.sp.gov.br/home/pag meio amb 019.htm Data de

acesso: maio de 2009).

As trés populagdes de E. ruber, da ilha do Caju (MA), da ilha da Canela (PA) e
de Cubatdo (SP), foram caracterizadas geneticamente por Santos (2005) com a
utilizacdo de marcadores microssatélites (12 locos) e por uma analise preliminar com
marcadores RAPD. Os niveis da variabilidade genética observada variaram de baixo
(microssatélites) a moderado (marcadores RAPD) e o autor atribui esse padrdo aos
eventos ancestrais do tipo “gargalo”, seguidos de expansdes populacionais posteriores.

Segundo o autor, essas populacfes analisadas apresentaram baixo fluxo génico entre si.

Gongcalves et al. (2010) estudaram a diversidade e a estruturacdo genética de E.
ruber dessas mesmas trés localidades (ilha do Caju MA, ilha da Canela PA e Cubatéo

SP), baseando-se no intron 7 do gene do B-fibrinogénio. Os autores ndo encontraram
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estruturacdo genética e a diversidade encontrada dentro das localidades foi maior que a
detectada entre as mesmas. Os autores sugeriram para explicar seus resultados que as
populacdes foram recentemente isoladas a partir de uma populacdo panmitica

originalmente distribuida ao longo de toda costa brasileira.
1.5.  Distribuicdo de Eudocimus albus

Historicamente E. albus é uma das aves aquaticas mais abundantes da Ameérica
do Norte, com populagdes regionais com 20000 - 30000 casais. Sua distribuicdo inclui
as costas dos estados norte americanos da Virginia, Louisiana, o interior da Carolina do
Sul e a Florida. A espécie ocorre também nas costas do Mexico, incluindo a Baja
California, e na América Central ocorre desde Belize até a Nicardgua e também ao
longo do Pacifico, com excecdo das costas de Costa Rica e Panama. Individuos
residentes e aparentemente nidificando sdo encontrados em Cuba, Hispaniola e Jamaica.
Na América do Sul, a nidificacdo ocorre em pequenos nicleos, na costa e no interior da
Colémbia e da Venezuela e podem ser vistos também ao leste, como nas Guianas

(KUSHLAN; BILDSTEIN, 1992).

Frederick et al. (1996) encontraram evidéncias de pelo menos quatro grandes
mudancas na localizacdo geografica das populacdes dos EUA, num periodo de 63 anos.
Esses autores mostraram que estas mudancgas ndo se devem a movimentos migratorios,
mas a uma conduta némade da espécie. O numero de individuos flutua anualmente entre
as distintas areas ocupadas pela espécie. Os registros disponiveis indicam col6nias
reprodutivas de 125.000 casais em 1993, 170.000 casais em 1976 e 51.000 casais em
1991, numeros esses que indicam que a populacdo dos EUA parece estar decrescendo

(FREDERICK et al., 1996).

Apesar do impacto da espécie sobre a aquicultura de moluscos ser minimo, ela

tem sido considerada uma ameagca pelos criadores de lagostim. Os adultos de E. albus
11



sdo comidos por residentes locais na América do Norte como uma tradi¢do. Restricdes
de caca tém sido efetivas em algumas areas e ainda que a especie continue sendo cagada
diretamente pelo homem, sua maior ameaca se deve a destruicdo dos sitios apropriados

para estabelecimento de suas colonias reprodutivas (KUSHLAN; BILDSTEIN, 1992).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que 0 nimero de espécies atualmente ameacadas de extincdo e a
velocidade com que sdo extintas podem superar em muito a magnitude das extingbes
ocorridas no passado em nosso planeta (SMITH et al., 1993). As populacfes e espécies
de plantas e animais estdo desaparecendo rapidamente como consequéncia direta e
indireta das atividades humanas. Essas perdas podem ser ainda maiores com 0 avancgo
das mudancas climaticas e com o incremento do tamanho da populacdo humana
(SODHI; EHRLICH, 2010). Um dos principais investimentos de pesquisa que se
contrap@e a esta crise ambiental é o que trata de estabelecer prioridades de conservacao,
procurando caracterizar e manter a maior quantidade de elementos bioldgicos dentro

dos sistemas naturais (PRIMACK et al., 2001).

As aves aquaticas da familia Threskiornithidae dependem de planicies
inundaveis para sua reproducdo, sua alimentacdo e repouso. Essas areas, como pantanos
e manguezais, tém sido intensamente impactadas e sua avifauna se tornado criticamente
ameacada. Todos os membros da familia Threskiornithidae estdo vulneraveis as
transformac6es massivas ocorridas nesse tipo de habitat e que podem implicar em perda
de diversidade genética. Como exemplo dessa vulnerabilidade, podemos citar a
condicdo de Nipponia nippon e Geronticus eremita, duas espéecies dessa familia com
status de ameagadas. O conhecimento das relacGes filogenéticas entre as espécies dessa

familia é, portanto, urgente (MATHEU & DEL HOYO, 1992).

A classificacdo e identificacdo dos organismos vivos acompanham o homem
desde seus primordios. Apenas 1,7 milhdes de espécies foram descritas e a maioria pelo
uso de marcadores morfolégicos, mas estima-se que existam cerca de 10 a 100 milhdes

de eucariontes vivos (HEBERT et al., 2003).
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Os marcadores mitocondriais tém sido utilizados nos estudos filogenéticos em
diversos grupos de organismos, ndo somente nas aves. Dentre as macromoléculas
usadas nas analises filogenéticas, o rRNA, particularmente o 16S rRNA tem provado ser
atil no estabelecimento de relagdes evolutivas, devido ao seu alto conteudo de
informacdo, sua conservacgdo e sua distribuicdo natural nos organismos (LANE et al.,

1985; AVISE, 2004).

Estudos filogenéticos incluem cada vez mais um numero maior de marcadores,
sejam mitocondriais ou nucleares, para que as topologias obtidas reflitam a histéria
evolutiva das espécies e ndo a dos marcadores utilizados (AVISE 2004). O DNA
mitocondrial € limitado pelo fato de ser herdado por uma sé linhagem parental.
Prychitko e Moore (1997) prop6em o uso de genes nucleares que representem linhagens
distintas e que tenham suficiente informacdo filogenética para resolver as relacGes
evolutivas entre espécies relacionadas. Os autores sugerem a utilizacdo de introns que
evoluem mais rapidamente do que os éxons. O intron 7 do gene do B-fibrinogénio foi
testado por esses autores e ficou demonstrada a sua utilidade para analises filogenéticas,
sendo seu sinal filogenético tdo informativo quanto o do gene mitocondrial Citocromo

B.

Nossa hipdtese é de que a monofilia da familia Threskiornithidae seja
confirmada, pois ela ndo foi previamente questionada na literatura. Espera-se,
entretanto, ndo encontrar uma monofilia reciproca das duas subfamilias Plataleinae e
Threskiornithinae, conforme evidéncias encontradas na literatura (SIBLEY;
AHLQUIST, 1990; FLEISCHER; MCINTOSH 2001; FERREIRA, 2007). Atualmente
ndo existe nenhum estudo a nivel genético entre complexos de espécies (superespécies
ou subespécies) na familia Threskiornithidae. O caso de Eudocimus ruber e E. albus é

uma das maiores controvérsias na taxonomia do grupo. Elas tém sido consideradas
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comumente como espécies separadas, apesar de mostrarem similaridades no
comportamento alimentar e reprodutivo e dos registros de hibridizacdo na natureza.
Alguns autores as classificam como co-especificas (KUSHLAN; BILDSTEIN, 1992) ou

como subespecies de E. ruber (RAMO; BUSTO, 1987).

Nossa hipdtese € de que Eudocimus ruber e E. albus constituem duas espécies.
Pela analise de delimitacdo de espécies, usando-se 0s genes nucleares e mitocondriais,
espera-se encontrar grau de separacdo genética entre elas e encontrar evidéncias de que
as duas espécies formam linhagens evolutivas diferentes. Como héa hibridos naturais
entre elas, esta hipdtese podera ser descartada, e evidéncias de que as duas espécies

formam uma Unica unidade evolutiva poderdo ser encontradas.

Os métodos e conceitos da sistematica, principalmente a analise da diversidade
filogenética, tém sido cada vez mais utilizados para subsidiar planos para a conservacao.
A informacdo obtida nesse estudo podera contribuir nos planos de conservacdo das

espécies da familia Threskiornithidae e das populac¢6es de Eudocimus ruber e E. albus.

3. OBJETIVO

Reconstruir as relagcdes filogenéticas entre representantes de taxas da familia
Threskiornithidae, visando avaliar a monofilia da familia e das subfamilias Plataleinae e
Threskiornithinae, baseando-se em dados de marcadores mitocondriais como nucleares.
Em paralelo, procurar-se-a avaliar se Eudocimus albus e E. ruber possuem status de

espécies ou ndo, usando-se marcadores mitocondriais e nucleares.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O material biolégico foi obtido de distintas fontes. Amostras de sangue
estocadas no Laboratorio de Genética de Aves (UFSCar) foram usadas. Amostras de
tecidos provenientes do National Museums of Kenya (Nairobi, Quénia) e do American
Museum of Natural History (Nova York, EUA) (Tabela 1) foram também utilizadas
como fontes de DNA. Cinco sequéncias para os distintos marcadores escolhidos,
disponiveis na base de dados do GenBank, foram incluidas nas analises (Tabela 1).
Utilizou-se como grupo externo, amostras de Mycteria americana (Ciconiidae) e de

Ardea alba (Ardeidae).

Para o estudo das duas espécies do género Eudocimus, foi extraido DNA de
amostras de sangue de 10 individuos de E. ruber e de amostras de tecido de 10
individuos de E. albus. As amostras de sangue de Eudocimus ruber estavam estocadas
no Laboratorio de Genética de Aves e sdo provenientes de coldnias no Amapa. As
amostras de tecido (figado) de Eudocimus albus sdo provenientes da Florida (USA) e
foram enviadas pelo Dr. Peter Frederick (Department of Wildlife Ecology and
Conservation, University of Florida). Foi utilizado como grupo externo um individuo de

Theristicus caudatus.
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Tabela 1 Descricdo das amostras e das seqiiéncias analisadas para a realizacdo da filogenia molecular. LGA: Laboratério de Genética de Aves

(UFSCar), AMNH: American Museum of Natural History, NMK: National Museums of Kenya, GB: GenBank. v": amplificado com sucesso, “-”:

desconhecido,*: Grupo externo.

Caodigo Espécie Subfamilia Fonte Data Tipo de amostra  Localidade 16S FIB
MK39 Platalea alba Plataleinae NMK - Pele - v v
M335 Platalea ajaja Plataleinae LGA 2007 Sangue Brasil v v
- Platalea leucorodia Plataleinae GB - - - NC 012772
- Platalea minor Plataleinae GB - - - NC 010962
MK70 Bostrychia hagedash [Threskiornithinaef, NMK 1959 Pele - v
PAC1657 Eudocimus albus  [Threskiornithinael AMNH 2006 Tecido Cativeiro v v
M226 Eudocimus ruber  [Threskiornithinae] LGA 2007 Sangue Brasil v v
- Geronticus eremita  [Threskiornithinae GB - - - EU144041
- Nipponia nippon  [Threskiornithinae GB - - - NC_008132
CH57 Plegadis chihi Threskiornithinaeg LGA 2008 Sangue Brasil v 4
PRS1911 Plegadis chihi Threskiornithinae] AMNH 1994 Tecido USA v v
PAC1127 | Plegadis falcinellus [Threskiornithinaef, AMNH 2003 Tecido USA v v
S803360 Plegadis ridgwayi  [Threskiornithinae;, AMNH 1958 Pele Bolivia v
S778593 Pseudibis papillosa [Threskiornithinae;, AMNH 1954 Pele india v
TC Theristicus caudatus [Threskiornithinae] LGA - Pele Brasil v v
- Theristicus caerulescens|Threskiornithinae GB - - - DQ881962
PRS2838 | Theristicus melanopis [Threskiornithinae, AMNH 2005 Tecido Argentina v v
PRS2383 |[Threskiornis aethiopicus|Threskiornithinae], AMNH - Tecido - v
MKL12 | Threskiornis molucca [Threskiornithinae] AMNH 1995 Tecido Ilha Salomao v v
L218 Mycteria americana* Ciconiidae LGA 2007 Sangue Brasil v v
T183d Ardea alba* Ardeidae LGA - Sangue Brasil 4 4
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4.2. Extracdo de DNA

O DNA foi extraido das amostras de sangue pelo método de fenol-cloroférmio
modificado (Sambrook et al., 1989). As amostras de tecido e pele foram extraidas
usando os Kits DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN) e NucleoSpin® Tissue
(MACHEREY-NAGEL), com a adicao de 30 pL de DTT (0,1g/ml) durante a digestao
em sala separada livre de DNA. As amostras de figado de E. albus foram extraidas pelo
método de fenol-cloroformio modificado (SAMBROOK et al., 1989) com a adicdo de

SDS 1%.
4.3.  Amplificacdo dos fragmentos

Para o estudo de filogenia molecular da familia Threskiornithidae foram
utilizados dois marcadores (um mitocondrial e um nuclear): Um fragmento de
aproximadamente 600 pb do gene do 16S rRNA foi amplificado usando-se os primers
Tr16SL (5’-CGAGCYRGGTGATAGCTGGTT-3") e Tr16SH (5°-
TTACGCTACCTTCGCACGGT-3"). Esses primers foram desenhados no presente
estudo, baseados nos primers universais 16L2a e 16H10 (HEDGES, 1994) e nos
genomas mitocondriais de espécies da familia Threskiornithidae e de familias
relacionadas disponiveis no GenBank. Para o intron 7 do gene do B-fibrinogénio foram
usados os primers FIB-BI7U (5’-GGAGAAAACAGGACAATGACAATTCAC-3’) e
FIB-BI7L (5’-TCCCCAGTAGTATCTGCCATTAGGGTT-3"), desenvolvidos por
Prychitko e Moore (1997), cujo uso resultou na amplificacdo de um fragmento de

aproximadamente 1 Kb.

A amplificagdo dos dois genes foi realizada num volume final de 12,5 pL,

usando-se 25 mM de dNTPs, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,4 uM de cada primer, 2
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mM de MgCl, e 1 U de Taq polimerase. A temperatura de anelamento foi de 53°C para

ambos 0s primers.

Como a amostra de pele de museu de Platalea alba somente produziu produto
amplificado para o gene 16S rRNA, foram desenhados primers internos baseados nas
sequéncias de outras espécies de Threskiornithidae obtidas no presente trabalho,
visando amplificar fragmentos de aproximadamente 300 pb do gene do B-fibrinogénio.
Os primers internos desenvolvidos foram: F206 (5’-TTACCAGCCAAATGTCCA-3),
F380 (5’-ATGGTGGCAGTGCTGAGG-3’), F613 (5’-GGGATKSTTTAGACTGG-3’),
F819 (5’-GGCGATGGTCAATCTTT-3"), R260 (5’-AGTTTTACCTSCCCTTG-3’),
R476 (5’-GCTACCTGTCTCTTTCCTC-3’), R681 (5’-GCAATATCAAYGCAATTT-
3’) R900 (5’-CCTGCCCCTGTACTGAA-3’).

A amplificacdo foi realizada num volume final de 12,5 pL, usando 25 mM de
dNTPs, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, 0,4 uM de cada primer, 2 mM de MgCl, e 1 U
de Tag polimerase. As temperaturas de anelamento e os tamanhos dos fragmentos
amplificados foram de: FIBU - R260 = 48°C (260 pb), F206 - R476= 50°C (271 pb),
F380 - R681= 48°C (302 pb), F613 - R900= 50°C (288 pb), F819 — FIBLO 45°C (255

pb).

Para o estudo das espécies do género Eudocimus foram utilizados tanto
marcadores mitocondriais (16S rRNA, Citocromo B, Citocromo Oxidase 1) como
nucleares (intron 7 do gene do B-Fibrinogénio, intron 11 da Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase, intron 4 da Proteina Proteolipidica de Mielina, intron 2 da Mioglobina).
Os marcadores 16S rRNA ¢ o intron 7 do gene do B-Fibrinogénio foram amplificados

seguindo o protocolo ja descrito.

Um fragmento de aproximadamente 1.1 Kb foi amplificado para o gene
mitocondrial do Citocromo B (CytB), usando-se o0s primers CytBF (5°-
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AACATCTCWGCHTGATGAAA-3’) e CytBR (5°-
CTTCATTCTTTGGTTTACAAGAC-3”). Esses primers foram desenhados no presente
estudo, baseando-se nos primers universais L14990 e H16065 (SLIKAS, 1997) e nos
genomas mitocondriais de espécies da familia Threskiornithidae e de familias
relacionadas disponiveis no GenBank. A amplificacdo foi realizada num volume final
de 12,5 pL, usando-se 0,25 mM de dNTPs, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,4 uM de
cada primer, 1,5 mM de MgCl, e 1 U de Tag polimerase; e temperatura de anelamento

de 58° C.

Um fragmento de 906 pb do gene Citocromo C Oxidase (COI) foi amplificado
usando o par de primers COIF (5’-AAAGGACTACAGCCTAACGC-3’) e COIR (5°-
GATGTGAAGTATGCTCGGG), modificados a partir dos primers LTYr (Oliver
Haddrath, com. pessoal) e COIH7557 (GONCALVES, 2009). A amplificacdo foi
realizada num volume final de 12,5 L, usando-se 0,25 mM de dNTPs, 10 mM Tris-
HCI, 50 mM KClI, 0,4 uM de cada primer, 2 mM de MgCl; e 1 U de Taq polimerase; e

temperatura de anelamento de 53° C.

Um fragmento de 470 pb d intron 11 da Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH)  foi  amplificado  usando-se os  primers  GadpL890  (5°-
ACCTTTCATGCGGGTGCTGGCATTGC-37) e GapdH950 (5°-
CATCAAGTCCACAACACGGTTGCTGTA-3’), desenvolvidos por Stone et al.
(1985). A amplificacdo foi realizada num volume final de 12,5 pL, usando 0,25 mM de
dNTPs, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,4 uM de cada primer, 2 mM de MgCl, e 1 U
de Tag polimerase; e a temperatura de anelamento de 65° foi usada para a maioria das
amostras, em alguns casos foi necessario aumentar para 69° C para eliminar bandas

espurias.
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A amplificacdo de um fragmento de 379 pb do intron 4 da Proteina
proteolipidica de mielina (MPP) foi obtida usando-se os primers MPPF (5°-
TACATCTACTTTAACACCTGGACCACCTG-37) e MPPR (5-
TTGCAGATGGAGAGCAGGTTGGAGCC-3’), desenvolvido por Schliess e Stoffel
(1991). A amplificacdo foi realizada num volume final de 12,5 uL, usando-se 0,25 mM
de dNTPs, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, 0,4 uM de cada primer, 2,5 mM de MgCl, e

1 U de Taq polimerase; e temperatura de anelamento de 62° C.

Um fragmento de 758 pb do intron 2 da Mioglobina (Myo) foi amplificado
usando-se os primers Myo 2 (5’-GCCACCAAGCACAAGATCCC-3’) (SLADE et al.,
1993) e Myo 3F (5’-TTCAGCAAGGACCTTGATAATGACTT-3’) (HESLEWOOD et
al., 1998). A amplificacdo foi realizada num volume final de 12,5 pL, usando 0,25 mM
de dNTPs, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI, 0,4 uM de cada primer, 2 mM de MgCl, e 1

U de Taq polimerase; e temperatura de anelamento de 60° C.
4.4.  Sequenciamento

Apos a amplificacdo, 8ul do produto de PCR foram incubados com 1U de
Shrimp Alkaline Phosphatase (GE) e 10U de Exonuclease | (GE), a 37°C durante 1
hora, seguido de incubagdo a 80°C, por 15 minutos. Os produtos purificados foram
diluidos para uma concentracdo aproximada de 50ng/pL e utilizados na reagdo de
seqlienciamento usando-se o Big-Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Perkin Elmer).
As corridas foram feitas no sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems),
no centro de Estudos do Genoma Humano (USP/SP) e no seqlienciador automatico ABI

Prism 3730 na unidade da UNESP de Jaboticabal.
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45. Analise dos dados
45.1. Analises na familia Threskiornithidae

As sequéncias obtidas foram editadas com a ajuda do programa BioEdit (HALL,
1999). O alinhamento das sequéncias foi feito pelo programa Clustal X2 (LARKIN et
al., 2007). As analises de distancia foram feitas baseando-se na média de substituicdes
por sitio entres as sequéncias, usando-se o programa MEGA (KUMAR et al., 2004) e
considerando-se todas as posi¢Ges conforme “Maximum Composite Likelihood method”

e usando a p-distance.

O numero de sitios informativos para parcimbnia e o numero de sitios
conservados foram obtidos no programa MEGA. Foi reconstruida a filogenia pelo
método de distancia (Neighbor-joining) usando-se um modelo de Maximum Composite
Likelihood, com bootstrap com 1000 réplicas no programa MEGA. Esse modelo
evolutivo estima com maior precisdo os parametros de substituicdo em métodos de
distancia (TAMURA et al., 2004). As andlises de Maxima Parcimdnia e Maxima
Verossimilhanca foram feitas no programa PAUP* 4.0b10 (SWOFFORD, 1998). A
analise de Maxima Parciménia foi feita usando-se um algoritmo de busca heuristica, a
partir de uma arvore inicial obtida por stepwise addition e usando-se o algoritmo Tree-
Bisection-Reconection (TBR) para o Branch-swapping (SWOFFORD, 1998). O suporte
dos nos foi estimado mediante 1000 réplicas de bootstrap. A analise de Maxima
Verossimilhanca foi realizada com um algoritmo de busca heuristica e uma arvore
inicial obtida por stepwise addition. O algoritmo de TBR foi usado para o Branch-
swapping. Para otimizar a analise foram usado os parametros do modelo de substitui¢éo
nucleotidica selecionado, usando-se o programa jModeltest (POSADA, 2008) e
seguindo o critério de Akaike Information Criterion (AIC) e Bayesian Information
Criterion (BIC) para a inferéncia bayesiana. O suporte dos nés foi estimado mediante
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1000 réplicas de bootstrap. O modelo de substituicdo nucleotidica selecionado pelo
programa jModeltest (POSADA, 2008) para o gene 16S rRNA foi TIM2+G (Posada

2003, gama= 0,2040), e TVM+G (POSADA 2003, gama= 1,9880) para o gene FIB-7.

A analise bayesiana foi realizada no programa Mr. Bayes 3.1.2
(HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), usando-se 3.000.000 de geracdes de cadeias de
Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC), com uma amostragem de 300 em quatro
cadeias com duas repeticBes independentes. Para o calculo das probabilidades e das
arvores usou-se um burn-in de 9000. Em todas as analises usou-se como grupo externo

as espécies Mycteria americana (Ciconiidae) e Ardea alba (Ardeidae).

Uma arvore de espécies (species tree) foi estimada pelo programa *BEAST
(HELED; DRUMMOND, 2010), usando-se a informacdo dos dois locos
simultaneamente. Nesta analise, foram incluidos somente os individuos que tinham
dados dos dois marcadores sequenciados (N=9). O programa *BEAST estimou a arvore
de espécies diretamente dos dados e retirou As incertezas associadas as arvores dos
genes, a0 modelo de substituicdo nucleotidica e ao processo coalescente (HELED;
DRUMMOND, 2010). Foi usado o algoritmo do Yule process. Foram usadas
10.000.000 geracoes de cadeias de MCMC, com uma amostragem de 1.000 e um burn-

in de 9.000.

Para se testar a monofilia das subfamilias foram usados os testes de permutacéo
T-PTP (FAITH, 1991), o teste de Kishino e Hasegawa (1989), o teste de Shimodaira e
Hasegawa (1999) e o teste de Templeton (1983). Em todos os casos foram comparadas

as topologias obtidas restringindo ou ndo a monofilia reciproca.

Estimativas de tempos de divergéncia foram realizadas pelo programa BEAST
1.6.1 (DRUMMOND; RAMBAUT, 2007) para os dois conjuntos de dados e para 0s

dois marcadores juntos. A andlise foi realizada supondo um relégio molecular relaxado,
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com uma distribuicdo log-normal. Foram usados trés milhdes de MCMC com uma
amostragem de 1000. As taxas de evolucdo foram estimadas para cada gene usando-se
dois pontos de calibracdo obtidos no Time Tree (HEDGES, et al. 2006). O primeiro
ponto se refere a separacdo de Ardeidae e Ciconiidae, estimada em: 1) 75 milhdes de
anos por Brown et al. (2007), baseando-se em cinco genes nucleares; 2) 88 milhdes de
anos por Brown et al. (2008), baseando-se em 13 genes mitocondriais; e 3) 80.7 milhdes
de anos por Fain et al. (2007) baseando-se em quatro genes mitocondriais e trés
nucleares. O ponto de calibracdo adotado no presente estudo para uso no programa
BEAST foi de 82 milhdes de anos, com desvio padrdo de 3.5 milhdes de anos que
engloba todas as datas da literatura. O segundo ponto se refere a separacdo entre
Ardeidae e Threskiornithidae estimada em: 1) 69 milhdes de anos por Brown et al.
(2007); 2) 77 milhdes de anos por Brown et al. (2008). O ponto de calibracdo no

programa BEAST foi de 74 milhdes de anos com desvio padrdo de 2.5 milhdes de anos.
4.5.2. O caso Eudocimus

As sequéncias obtidas para a avaliacdo do estudo das espécies de Eudocimus
foram editadas com ajuda do programa BioEdit (HALL, 1999). O alinhamento das
sequéncias foi feito pelo programa Clustal X2 (LARKIN et al., 2007). Nas sequéncias
heterozigotas detectadas na analise dos genes nucleares, os alelos foram identificados
usando-se o algoritmo do programa Phase 2.1 (STEPHENS et al. 2001), implementado
no programa DnaSP v5.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). As analises de distancia foram
feitas baseando-se na média de substitui¢fes por sitio entres as seqiiéncias e usando-se o
programa MEGA (KUMAR et al., 2004). Uma rede de haplotipos foi construida
utilizando-se o programa Network (BANDELT et al., 1999), mediante o algoritmo de

Median Joining.
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Diversas abordagens de delimitacdo de espécies baseadas na informacéao tipo
multilocos foram realizadas. Uma analise de delimitacdo bayesiana de espécies foi
realizada usando-se o software Bayesian Phylogenetics and Phylogeography BPP v.2.0
(YANG; RANNALA, 2010). Foram analisados os dados mitocondriais e nucleares
separadamente. Foram analisadas 100.000 geracGes de rjMCMC (reversible-jump
Markov chain Monte Carlo), com frequéncia de amostragem de cinco e burn-in de
50.000. Foi usado o algoritmo O para o fine-tuning com um parametro e=5 (YANG;
RANNALA, 2010). Os priors da distribui¢do do tamanho da populagédo ancestral () e a
idade da raiz (zp) foram de (2,20) e de (2, 2000) respectivamente. Esta combinacao é
conservativa favorecendo modelos com poucas espécies, sendo a mais apropriada para o
caso de Eudocimus. Este analise nos permitiu estimar a probabilidade posterior de cada

bifurcacdo na arvore guia (probabilidade de especiacao).

O nivel de divergéncia genealdgica foi avaliado mediante o genealogical sorting
index (gsi) (CUMMINGS et al., 2008) para as duas espécies de Eudocimus. A analise
foi feita baseando-se nas arvores de genes obtidas, usando-se 0os marcadores nucleares e
os marcadores mitocondriais (as arvores foram obtidas usando-se a inferéncia Bayesiana
no programa BEAST). O estatistico gsi quantifica o grau de ancestralidade (divergéncia
genealdgica) de um grupo na base de uma genealogia enraizada. O estatistico gsi possui
valores desde O (total falta de divergéncia genealdgica com 0s outros grupos) até 1 (total
monofilia). Foi calculado o gsi para 100 arvores a partir dos quais foi obtido o gsir, 0
qual serve como medida da divergéncia genealogica. A significancia desses parametros
estatisticos foi obtida usando-se 1.000 permutacfes randdémicas. Todas as analises

foram feitas no Genealogical Sorting Index web Server (www.genealogicalsorting.org).

Para a delimitacdo das linhagens foi aplicada a metodologia descrita por

Knowles; Carstens (2007), com a constru¢do de uma arvore de genes para cada loco
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usando-se 0 modelo HKY+gamma usando como base uma topologia de UPGMA no
programa PAUP. A verossimilhanca da arvore de espécie dado um conjunto de arvores
de genes foi calculada usando-se o programa STEM (KUTBATKO et al., 2009). Foi
avaliada a hipdtese de Eudocimus ruber e E. albus serem linhagens diferentes assim
como a hipdtese de serem uma linhagem Unica. Foi usado o likelihood ratio test (LRT)
com grau de liberdade um para se testar se a diferenca no valor de verossimilhanca das
arvores de espécies foi significativa. Esta metodologia foi avaliada com os dados dos
marcadores mitocondriais, dos marcadores nucleares, e com ambos 0s conjuntos de
dados. O programa STEM assume que os locos evoluem seguindo um relégio
molecular, pelo que foi usado um LRT para se testar esta hipdtese no programa PAUP.
Além disso, o programa STEM assume que o valor 6 =4Nep é constante nas linhagens,
sendo este valor informado pelo usuario. O valor de 6 foi estimado para as subespécies

usando-se o programa Migrate-n (BEERLI; FELSENSTEIN, 2001).

5. RESULTADOS

5.1. Filogenia interespecifica

Foram obtidas 16 sequéncias de um fragmento do gene mitocondrial 16S rRNA
para 14 espécies da familia Threskiornithidae e 10 seqiiéncias do intron 7 do gene do -
fibrinogénio para nove espécies da familia (Tabela 1). A esse conjunto de dados foram
adicionadas mais quatro sequéncias do gene 16S rRNA e uma seqléncia do intron 7 do

gene do B-fibrinogénio, obtidas no GenBank (Tabela 1).

As 20 sequéncias do gene 16S rRNA variaram de 550 a 560 pb (sem os
primers). O alinhamento gerado possui 589 sitios, sendo 360 conservados, 214 varidveis
e 15 indels, totalizando 157 sitios parcimoniosamente informativos. As 13 sequéncias

do gene FIB-7 apresentaram entre 893 e 920 pb, mas Plegadis falcinellus e P. chihi
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(USA) apresentaram 949 pb, devido a uma duplicacdo de 29 pb. O alinhamento das
sequéncias do FIB-7 resultou em 968 sitios, sendo 782 conservados, 180 variaveis e seis
indels totalizando 92 sitios parcimoniosamente informativos. As distancia genéticas
para 0 gene 16S rRNA sdo mostradas na Tabela 2, as distancias genéticas para o

marcador FIB-7 sdo mostradas na Tabela 3.

As arvores obtidas pelos quatro distintos métodos filogenéticos para os dois
genes (16S rRNA e FIB-7) resultaram em topologias similares, e, por isso, somente a
arvore obtida pela analise Bayesiana foi apresentada para cada gene (Figura 2 e Figura
3). Por sua vez, essas arvores sdo congruentes entre si. A topologia obtida pelo
programa *BEAST para as 10 espécies para as quais foram produzidos dados dos dois

genes (Figura 4) também é congruente com as arvores anteriores.

Como no presente estudo ndo foi possivel obter uma amostragem mais completa
de espécies da familia Threskiornithidae, os resultados relacionados a seguir devem ser
considerados como preliminares. A familia Threskiornithidae parece ser um grupo
monofilético, fortemente sustentado por todas as nossas analises (Figura 2 a Figura 4).
A subfamilia Threskiornithinae, no entanto, se comportou como grupo parafilético.
Arvores baseadas no gene 16S estdo de acordo com hipGtese de monofilia dos
Plataleinae. Nessas arvores, entretanto, Plataleinae parece formar parte do clado que
contém Bostrychia hagedash, Geronticus eremita, Nipponia nippon, Pseudibis
papillosa, Threskiornis aethiopicus e Threskiornis molucca, e as espécies do género
Plegadis, todas classificadas na subfamilia Threskiornithinae. Este clado foi designado
nesse trabalho como clado Velho e Novo Mundo. As relagdes dentro do clado Velho e
Novo Mundo néo puderam ser bem estabelecidas. Os géneros Eudocimus e Theristicus
formam um clado a parte, designado nesse trabalho como clado Novo Mundo. Nas

arvores filogenéticas baseadas no gene FIB7 foram encontrados dois clados principais
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fortemente suportados: 1) contendo dois grupos ((Platalea ajaja, Platalea alba),
Threskiornis molucca), e dois individuos de Plegadis chihi relacionados a P. falcinellus,
2) incluindo (E. ruber, E. albus) e ((Theristicus caudatus, T. melanopis), T.
caerulescens)). Essas mesmas relacdes filogenéticas foram encontradas na arvore de

especies (Figura 4).

A natureza monofilética da subfamilia Threskiornithinae ndo foi suportada por
nenhuma das analises anteriores (Neighbor-Joining, Maxima Parciménia, Maxima
Verossimilhanca, Analise Bayesiana e Estimativa Bayesiana de arvore de espécies).
Além disso, todas as andlises realizadas para testar a monofilia desta subfamilia

rejeitaram essa hipotese com valores significativos.

O valor médio de tempo ao ancestral comum mais recente (tMRCA) encontrado
para a familia Threskiornithidae foi de 35,97 milhGes de anos baseado no gene 16S
rRNA, com um intervalo de confianca (95% HPD) de 23,33 a 50,34. Esse valor baseado
no gene FIB-7 foi de 40,10 milhdes de anos, com um intervalo de confianca de 30,11 a
49,33. A anélise incluindo os dados dos dois marcadores resultou em 39,49 de milhdes
de anos para o tMRCA dos Threskiornithidae, com intervalo de confianca de 29,4281 a
50,5218. Um cronograma obtido da analise somente com o FIB-7 mostra as datas de

divergéncias dos clados fortemente sustentados (Figura 5).
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Figura 2 Arvore filogenética baseada em 589 pb do gene 16S rRNA obtida por

inferéncia bayesiana. Os valores dos nds suportados por todas as analises sdo mostrados,

indicando  bootstrap para

Neighbor-Joining, Maxima

Parcimonia,

Méaxima

Verossimilhanca e valores de probabilidade posterior para a inferéncia bayesiana.
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Figura 3 Arvore filogenética baseada em 968 pb do intron 7 do gene do B-fibrinogénio
obtida por inferéncia bayesiana. Os valores nos nos indicam bootstrap para Neighbor-
Joining, Méxima Parcim6nia, Maxima Verossimilhanca e valores de probabilidade

posterior para a inferéncia bayesiana.
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Figura 4 Arvore de espécies baseada em 589 pb do 16S rRNA e 968 pb do intron 7 do

gene do B-fibrinogénio obtido no programa *BEAST. Os valores nos nos indicam

probabilidade posterior.
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Figura 5 Cronograma baseado em 968 pb do intron 7 do gene do B-fibrinogénio obtida
pelo programa BEAST assumindo reldgio molecular relaxado. Tempo em milhdes de
anos. Linha vermelha indica a divergéncia inicial dos Threskiornithidae. Barras
representam o intervalo de confianca de 95% referentes aos valores de probabilidade

posterior.
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Tabela 2 Distancias genéticas entres as distintas espécies usando o gene 16S rRNA. Os valores da metade inferior foram obtidos usando o

modelo evolutivo. A metade superior foi obtida usando a p-distance.

ER | EA| TC | TM | NN | PsP | GE | BH |ThM | ThA | PIM | PIL | PIAl | PIAj | PC | PC | PF | PR | MA | AA
Eudocimus ruber 0.005[0.104/0.104{0.131|0.112|0.136|0.123]0.143|0.144|0.134 | 0.123]0.121 | 0.123/0.119]0.121 | 0.116 | 0.119 | 0.147 | 0.182
Eudocimus albus 0.005 0.109/0.109]0.129]0.117| 0.14]10.123|0.141/0.146|0.139]0.1280.123|0.129]0.125]0.127/0.121 | 0.125]0.148 | 0.185
Theristicus caudatus | 0.1150.122 0.022]0.134|0.0970.143]0.139]0.137| 0.14/0.132]0.128|0.121]0.136| 0.13]0.132|0.126| 0.13|0.151|0.185
Theristicus melanopis | 0.1150.122 | 0.022 0.143|0.112| 0.15]| 0.14]0.137]0.143]10.141/0.142|0.133|0.143]0.133]0.135| 0.13]0.133|0.145|0.178
Nipponia nippon 0.152]0.149]0.155|0.167 0.105|0.117|0.116|0.114/0.119]0.114 | 0.1080.105|0.107|0.112]0.113| 0.11]0.112|0.158|0.191
Pseudibis papillosa 0.127]0.134|0.107]0.126 | 0.117 0.069]0.099]0.112]0.099|0.079]0.079]0.079/0.087 | 0.094 | 0.097 | 0.09]0.092|0.138|0.166
Geronticus eremita 0.158]0.164|0.165]0.175]0.133|0.074 0.115]0.099]0.097]0.095]0.086]0.099/0.086|0.119| 0.12]0.115]0.119|0.159|0.187
Bostrychia hagedash | 0.14210.142| 0.16 |0.162| 0.13 | 0.11 |0.129 0.12]0.129]0.118]0.107]0.109 | 0.107/0.131|0.129/0.128 | 0.131 | 0.155 | 0.177
Threskiornis molucca | 0.167]0.164 | 0.156 | 0.157|0.127[0.125|0.107|0.134 0.049|0.098 | 0.098]0.096|0.089]0.12210.123|0.118|0.122]0.133| 0.19
Threskiornis aethiopicus | 0.168 |0.171]0.161|0.166|0.134|0.109|0.105|0.145]0.051 0.102]0.091/0.082]0.091|0.132]|0.134]0.129]0.132]0.142 | 0.199
Platalea minor 0.154]0.162| 0.15 |0.162|0.128]0.085|0.104|0.133]0.1070.111 0.031/0.049]0.055]0.124|0.126|0.121]0.124| 0.15|0.192
Platalea leucorodia 0.14 10.147]0.145/0.163 | 0.12 | 0.085|0.092|0.119|0.106 | 0.097 | 0.032 0.04]0.055/|0.118|0.117/0.115|0.118| 0.15| 0.18
Platalea alba 0.137] 0.14 |0.136]0.152]0.116|0.085]0.108 | 0.122 | 0.104 | 0.087 | 0.051 | 0.041 0.069]0.128(0.129]0.124|0.1280.132 | 0.177
Platalea ajaja 0.141]0.148]0.154|0.163|0.118]0.094 1 0.093 |0.119 | 0.096 | 0.098 | 0.057 | 0.057 | 0.073 0.12]10.122]10.117| 0.12|0.157]0.194
Plegadis chihi (Brasil) |0.136]0.144]0.147]0.153]0.1270.1040.135| 0.15 | 0.137/0.152]0.141/0.133|0.145|0.136 0.002|0.005|0.004| 0.16|0.197
Plegadis chihi (EUA) [0.138|0.146| 0.15 |0.155]0.129|0.1070.137|0.148| 0.14 |0.154/0.144|0.131/0.147{0.139 | 0.002 0.007]0.005 | 0.162|0.197
Plegadis falcinellus 0.132]0.139|0.143]0.1480.125|0.099 | 0.13 |0.146|0.133/0.147]0.137|0.129|0.141 | 0.132 | 0.005 | 0.007 0.005| 0.16(0.196
Plegadis ridgwayi 0.136]0.144]0.148]0.153|0.127]0.1010.135|0.151 | 0.137]0.152 ] 0.141 | 0.133| 0.145] 0.137 | 0.004 | 0.005 | 0.005 0.164 0.199
Mycteria americana | 0.173]0.176]0.177)| 0.17 |0.189/0.161]0.191]0.185|0.156]0.168|0.179|0.177|0.153]0.187| 0.19 |0.192]0.191|0.196 0.144
Ardea alba 0.229]0.235]0.229]0.219]0.2480.205 ] 0.238 | 0.227 | 0.243 | 0.256 | 0.249 | 0.23 | 0.224|0.249]0.257 | 0.257 | 0.255]0.259|0.174
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Tabela 3 Distancias genéticas entre as distintas espécies usando o gene FIB-7. Os valores da metade inferior foram obtidos usando o modelo

evolutivo. A metade superior foi obtida usando a p-distance.

ER|EA [Tca| TC [ TM [PIAj[PIAI[ThM | PC | PF [ PC | AA [ MA
Eudocimus ruber 0.000 [0.021 | 0.025|0.025 |0.053 | 0.05 |0.051 |0.052 |0.047 | 0.045|0.093 |0.088
Eudocimus albus | 0,003 0.02 [0.024|0.024 | 0.051 |0.048|0.048 | 0.052 | 0.047 | 0.045 | 0.093 | 0.086
Theristicus caerulescens | 9,021 | 0.02 0.009 |0.009 | 0.053| 0.05 | 0.05 [0.051|0.051|0.049 |0.096 | 0.088
Theristicus caudatus 0,026 |0.025|0.009 0 |0.057|0.054(0.054|0.0560.055|0.053| 0.1 |0.092
Theristicus melanopis | 0,026 |0.025|0.009 | 0.00 0.057 [0.054 | 0.054 | 0.056 | 0.055|0.053| 0.1 |0.092
Platalea ajaja 0.055|0.053|0.055| 0.06 | 0.06 0.014|0.021|0.044 | 0.04 [0.038|0.101 |0.098
Platalea alba 0.052| 0.05 |0.052|0.057 |0.057 [ 0.014 0.018|0.041|0.037(0.034 |0.098 | 0.094
Threskiornis molucca |0 053 0.05 |0.052 |0.056 |0.056 |0.022 |0.018 0.037[0.0340.032 | 0.096 | 0.093
Plegadis chihi (Brasil) |0.055(0.054 |0.053|0.059|0.059 | 0.045|0.042 | 0.038 0.015/0.012 {0.101 | 0.089
Plegadis falcinellus | 0.049|0.049 | 0.053 | 0.058 | 0.058 | 0.042 [0.038 |0.035 | 0.015 0.002 | 0.095 | 0.089
Plegadis chihi (EUA) |0,047|0.046 | 0.051|0.055 |0.055 | 0.039 | 0.035|0.033 | 0.012 | 0.002 0.093]0.087
Ardea alba 0.1 | 0.1 |0.104|0.1080.108| 0.11 |{0.106|0.104{0.109(0.103| 0.1 0.079
Mycteria americana | 0,094 |0.093 |0.094 [0.099 [0.099 [0.106 [0.101| 0.1 |0.096|0.095 |0.093 |0.084
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5.2. O caso Eudocimus

As sequéncias obtidas para os sete marcadores, sendo trés deles mitocondriais e
quatro nucleares, para as amostras de Eudocimus albus e E. ruber estdo mostradas na
Tabela 4. Os haplotipos detectados nas duas espécies e os alelos reconstruidos estdo
apresentados na Tabela 5. Os hapldtipos dos trés marcadores mitocondriais nao sdo
compartilhados pelas duas espécies. As redes de haplétipos mitocondriais obtidas com
essas sequéncias apresentam as duas espécies em grupos separados (Figura 6). A rede
de haplétipos para o COI ndo foi apresentada por ocorreram apenas dois haplotipos,
cada um deles fixado numa espécie. Os dados do gene 16S rRNA mostram as duas
espécies separadas por trés passos mutacionais e s6 um passo entre os haplotipos de
uma mesma espécie. A distancia genética interespecifica variou de 0,5% a 0,9%. A rede
de hapl6tipos formada a partir das sequéncias do gene CytB mostra as duas espécies em
clados separados por sete passos mutacionais, com distancia genética de 0,8% a 1%.
Segundo os dados do gene COlI, os haplétipos sdo exclusivos de cada espécie e estdo
separados por quatro passos mutacionais, com uma distancia genética de 0,6% entre

eles.

As sequéncias obtidas para trés dos marcadores nucleares (FIB-7, GADPH e
Myo) mostraram alelos compartilhados pelas duas espécies (Figura 7 A, D, C). O
marcador nuclear MPP ndo apresentou alelos compartilhados entre as espécies, mas
mostrou-se pouco variavel e apresentou s6 um anico haplotipo em E. ruber. A rede de
haplotipos construida com os dados desse marcador mostrou uma separagdo minima

entre as espécies, com um unico passo mutacional (Figura 7 B).
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Tabela 4 Descricdo das amostras e das sequiéncias analisadas para a delimitacdo de espécies no género Eudocimus. “v”’: amplificado com

sucesso. “-” : ndo se obteve produto na reacao de amplificacao.
Cddigo Espécie 16S CYTB COl FIB7 MPP GADPH MYO
M129 Eudocimus ruber v v v v v v v
M143 Eudocimus ruber v v v v v v v
M159 Eudocimus ruber v v v v v v v
M193 Eudocimus ruber v v v v v v v
M226 Eudocimus ruber v v v v v v v
M241 Eudocimus ruber v v v v v v v
M272 Eudocimus ruber v v v v v v v
M337 Eudocimus ruber v v v v v v v
M376 Eudocimus ruber v v v v v v -
M425 Eudocimus ruber v v v v - - v
EA172 Eudocimus albus 4 4 v v v v v
EA175 Eudocimus albus v v v v v v v
EA177 Eudocimus albus v v - v v v v
EA180 Eudocimus albus v v v v v v -
EA189 Eudocimus albus v v v v v v v
EA200 Eudocimus albus 4 v v v v v v
EA206 Eudocimus albus v v v v v v v
EA210 Eudocimus albus v v v v v - v
EA225 Eudocimus albus v 4 v v v v v
EA227 Eudocimus albus v v v v v v v
TC Theristicus caudatus v 4 v v v v v




na reacdo de amplificacdo.

Cddigo Espécie 16S CYTB COl FIB7 MPP GADPH MYO
M129 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1/2 Hap 1
M143 Eudocimus ruber Hap 2 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1/3 Hap 1
M159 Eudocimus ruber Hap 3 Hap 2 Hap 1 Hap 1/2 Hap 1 Hap 3/9 Hap 1
M193 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 3 Hap 1 Hap 4/5 Hap 1
M226 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 4 Hap 1 Hap 6/7 Hap 1/2
M241 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 2/8 Hap 1/3
M272 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 3 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 7/10 Hap 1
M337 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 4 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 2/9 Hap 4
M376 Eudocimus ruber Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1 Hap 1/9 -
M425 Eudocimus ruber Hap 4 Hap 1 Hap 1 Hap 1 - - Hap 5
EA172 Eudocimus albus Hap 5 Hap 5 Hap 2 Hap 4/5 Hap 2 Hap 11/12 Hap 1/5
EA175 Eudocimus albus Hap 5 Hap 6 Hap 2 Hap 1/4 Hap 2 Hap 13 Hap 1/2
EA177 Eudocimus albus Hap 5 Hap 6 - Hap 4 Hap 2 Hap 14/15 Hap 6
EA180 Eudocimus albus Hap 5 Hap 5 Hap 2 Hap 4/6 Hap 2 Hap 16/17 -
EA189 Eudocimus albus Hap 5 Hap 5 Hap 2 Hap 4 Hap 3 Hap 18/19 Hap 3/5
EA200 Eudocimus albus Hap 5 Hap 5 Hap 2 Hap 7 Hap 3 Hap 20/21 Hap 1/6
EA206 Eudocimus albus Hap 6 Hap 6 Hap 2 Hap 8 Hap 2 Hap 5/22 Hap 2/6
EA210 Eudocimus albus Hap 5 Hap 7 Hap 2 Hap 4/6 Hap 2 - Hap 1/6
EA225 Eudocimus albus Hap 5 Hap 8 Hap 2 Hap 3/4 Hap 2/3 Hap 17 Hap 1/6
EA227 Eudocimus albus Hap 5 Hap 8 Hap 2 Hap 1/4 Hap 2/3 Hap 23 Hap 1/7

Tabela 5 Hapldtipos recuperados a partir das sequéncias analisadas para a delimitacdo de espécies no género Eudocimus. “-” : nio se obteve produto
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Figura 6 Redes de haplétipos obtidas com dados dos marcadores mitocondriais. A) 16S

rRNA; B) Citocromo B. Vermelho: Eudocimus ruber; Azul: Eudocimus albus
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Figura 7 Redes de haplétipos obtidas com os dados dos marcadores nucleares. A) FIB-

7, B) MPP; C) Myo; D) GADPH. Vermelho: Eudocimus ruber; Azul: Eudocimus albus.
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A delimitacdo Bayesiana de espécie usando o programa BPP resultou em valores
para a probabilidade de especiacao de 1.0 para os dois conjuntos de dados (mitocondrial
e nuclear). Uma probabilidade de especiagdo >0.95 ¢ indicativa de suporte forte para o
evento de especiacdo. A analise estatistica gsi resultou num valor de gsir significante de
1 para as arvores determinadas com os dados dos marcadores mitocondriais. O gsit
obtido a partir dos dados nucleares foi de 0,5628308 para Eudocimus albus (P=0,0001)
e 0,690499 para E. ruber (P=0,0001), sendo ambos os valores significantes

estatisticamente.

A hipdtese do relégio molecular ndo foi rejeitada pelo teste LRT para todos os
marcadores, sugerindo que as taxas de substituicdo dos genes ndo variaram
significativamente entre 0s ramos. A estimativa média de 0 pelo programa Migrate-n foi
de 0,002 e esse valor ndo variou entre as estimativas que consideraram Eudocimus como

uma ou como duas espécies.

A delimitacdo de linhagens foi avaliada usando-se a metodologia desenvolvida
por Knowles e Carstens (2007). A hipotese de Eudocimus albus e E. ruber serem duas
linhagens diferentes apresentou valores maiores de InL do que a hipotese deles serem
uma unica linhagem. Para verificar se a diferenca era significativa, calculou-se 0 LRT
da diferenca entre os valores de verossimilhanca e ele néo foi significativo (Tabela 6),

ndo podendo ser rejeitada nenhuma das hipoteses.
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Tabela 6 Valores de verossimilhanca (InL) encontrados na delimitacdo de linhagens

usando-se a metodologia desenvolvida por Knowles e Carstens (2007). O valor k indica

0 numero de espécies na arvore de espécies (incluindo Theristicus caudatus). M: valor

para 0s genes mitocondriais, N: genes nucleares e N+M: valores para o conjunto de

dados.

InL k LRT p

M 174.378815 3 1.424682 | 0.232635

175.091156 2
N 723.484863 3 0.05127 | 0.820868

723.510498 2

754.107056 3 1.40869 | 0.235274
N+M

754.811401 2
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6. DISCUSSAO

6. 1. Filogenia interespecifica

O presente trabalho representa o primeiro estudo baseado em sequéncias de
DNA mitocondrial e nuclear mais representativo da familia Threskiornithidae. Na
analise filogenética baseada no gene 16S rRNA foram incluidas 53% das espécies e
69% dos géneros da familia. Na andlise baseada no gene FIB-7 foram utilizadas 31%

das espécies e 38% dos géneros da familia.

A familia Threskiornithidae tem sido amplamente aceita como um grupo natural
e a sua monofilia nunca foi seriamente questionada. Apesar de a amostragem de
espécies da familia e dos grupos proximos nao estar completa no presente estudo, ndo

foram encontradas evidéncias de que a familia Threskiornithidae ndo seja monofilética.

A divisdo proposta em duas subfamilias, entretanto, ndo foi corroborada. No
nosso estudo a subfamilia Plataleinae aparece como grupo monofilético, mas parece ser
grupo irmédo de um clado que contém espécies do grupo Threskiornithinae e este, por
sua vez, parece ser parafilético. Essa disposicdo contraria 0 proposto pela taxonomia
tradicional para as subfamilias e a separacdo em duas familias (Threskiornithidae e
Plataleidae), segundo Livezey e Zusi (2007). Estudos prévios, entretanto, ja apontavam
Threskiornithinae como grupo parafilético (hibridagdo DNA-DNA: Sibley e Ahlquist
(1990) ; sequéncias mitocondriais: Fleischer e Mclntosh (2001); morfologia: Ferreira

(2007); sequéncias mitocondriais: (CHESSER et al., 2010b). (Figura 8).

Uma das primeiras hipdteses sobre as relagdes taxonémicas entre espécies da
familia Threskiornithidae foi proposta por Sibley e Ahlquist (1990) (Figura 8A),
baseando-se em dados de hibridacgdo DNA-DNA. Esse trabalho foi feito com 11

espécies de oito géneros. A arvore obtida por esses autores sugeriu relacdo de grupos
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irmdos entre Platalea e Threskiornis e 0 seu agrupamento dentro dos outros
Threskiornithinae. Nesse trabalho, Sibley e Ahlquist (1990) também encontraram um

divisdo em dois clados: um clado do Novo Mundo e outro do Velho Mundo.

Fleischer e Mclntosh (2001) mostraram uma arvore de parcimdnia construida
por outros autores com dados do gene 12S rRNA. Nessa arvore, uma espécie
pertencente ao género Platalea (ndo designado) esta relacionada as espécies de ibis do
Velho Mundo, ja as espécies de Plegadis formaram um clado que é irmdo de um grupo

que inclui Eudocimus, Apteribis e espécies de ibis do Novo Mundo (Figura 8B).

Ferreira (2007) também encontrou o grupo dos Plataleinae como monofilético e
0 dos Threskiornithinae como parafilético. A autora fez sua analise baseando-se em
caracteres osteol0gicos cranianos e observou a presenca de dois grupos dentro desta
familia: o primeiro incluindo Phimosus, Mesembrinibis, Eudocimus, Theristicus
caerulescens, Geronticus e Pseudibis e o segundo englobando Bostrychia carunculata,

Theristicus melanopis, Lophotibis, Cercibis e Platalea (Figura 8C).

Chesser et al. (2010b) usaram dois marcadores mitocondriais (CytB e ND2) para
resolver a filogenia da subfamilia Plataleinae. Os autores encontraram forte suporte para
a monofilia da subfamilia. Nesse estudo foi usado um conjunto limitado de espécies da
familia Threskiornithidae (trés) e a separagdo nas duas subfamilias (Plataleinae e

Threskiornithinae) também néo foi suportada (Figura 8D).

Os colhereiros (género Platalea) foram inicialmente descritos como pertencentes
a familia Plataleidae (BONAPARTE, 1838), mas depois foram incluidos junto com
Threskiornithinae (POCHE, 1904), na familia Threskiornithidae (RICHMOND, 1917).
O nome dessa familia deveria passar a ser Plataleidae porque espécies desse grupo
foram as primeiras a serem descritas, mas foram mantidos os nomes Threskiornithidae e

Plataleinae.
43



Cercibis oxycerca

Eudocimus albus

Mesembrinibis cavennensis

Theristicus caudatus

Ibises do velho mundo (9spp)
Platalea

Plegadis ridgwayi

_[

Plegadis falcinellus

Plegadis chihi

Bostrychia hagedash

Platalea flavipes

Plegadis falcinellus
Plegadis chihi

Eudocimus ruber

Eudocimus albus

Apteribis

Ibises do novo mundo (5spp)

Threskiornis spinicollis

-

Threskiornis aethiopicus

98Y

92%

91% 95%

Theristicus caudatus

Bostrychia hagedash

95% EP!egad{s ridfg»lva_),'i
_EP/egaa’J:V c‘_hjhg

Plegadis falcinellus
Y4&bThreskiornis aethiopicus
“Threskiornis spnicollis

95%

=T, melanocephalus
Threskiornis molucca

92t° Phimosus infitscatus
90% Mesmbrinibis cayennensis
Fudocimus albus
Fudocimus ruber
Theristicus caerulescens
Geronticus eremita

90% |

90%

Pseudibis davisoni
Bostrychia carunculata

Grupos externos

100 Platalea leucorodia archeri

P. [ leucorodia 1

P. I leucorodia 2
00

1 .
%1%. minor 1
P.

minor 2

—1%% 41’. regia |
80 10 Iy
8 o P- regia 2
1.0 1.0
D —P. alba
B3 P
72| P. ajaja
100
0814 38 100 X
" 048 10 P. flavipes 1
10 | I
10 P. flavipes 2

Theristicus melanopis 10
Lophotibis cristata 1od

1.0
Cercibis oxycerca
Platalea ajaja

Threskiornis aethiopicus

Nipponia nippon

Platalea leucorodia
Platalea alba
Platalea regia

Eudocimus ruber

A\

Platalea flavipes

A\ Ardea/Nycticorax

Figura 8. Filogenias de Threskiornithidae: a) Sibley e Ahlquist (1990); b) Fleischer e

Mclintosh (2001); c) Ferreira (2007); d) Chesser et al. (2010b). roxo: Plataleinae; verde:

Threskiornithidae.
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Nossos resultados para a familia Threskiornithidae também mostram dois grupos
principais reciprocamente monofiléticos. O primeiro foi fortemente sustentado em todas
as nossas analises, agrupando géneros endémicos do continente americano (‘“‘clado
Novo Mundo”, Figuras Figura 2Figura 3 eFigura 4). As espécies restantes foram
agrupadas com sustentacdo de mediana a forte num clado que inclui géneros endémicos
do Velho mundo assim como géneros com espécies tanto do Novo como do Velho
mundo (“clado Velho e Novo Mundo”). Essa subdivisdo esta de acordo com a hipotese
de Sibley e Ahlquist (1990) e rejeita a proposta por Ferreira (2007). Dentro do “clado
Velho e Novo Mundo” observa-se as especies do género Plegadis (Figuras Figura
2Figura 3 eFigura 4), uma posicdo diferente da proposta por Fleischer e Mcintosh
(2001; Figura 8B). A subdivisao atual da familia nas subfamilias Threskiornithinae e
Plataleinae deveria ser modificada, portanto, visando restaurar as monofilias dos grupos.
No entanto, é necessario que um estudo com amostragem de espécies mais completa

seja realizado para permitir avaliar com cuidado esse problema.

O padrdo da distribuicdo de espécies em dois clados: um deles incluindo s6
géneros com representantes do Novo Mundo e o0 outro com espécies de géneros
distribuidos somente no Velho Mundo e no Novo e Velho Mundos foi também
observado em outras familias de aves (CRACRAFT, 2001; ERICSON et al., 2002). Este
padrédo pode ser explicado pela divisdo inicial Gondwanica e uma colonizagéo posterior
por espécies do Velho Mundo no Novo Mundo. Esse tipo de distribui¢do consistente
com origem Gondwanica com posterior diversificagdo por vicariancia ja foi observado
em clados de aves nas ordens dos Gruiformes, Caprimulgiformes, Apodiformes e
Passeriformes, (CRACRAFT, 2001). A divergéncia inicial da familia Threskiornithidae
parece ter ocorrido antes da separacdo entre o continente americano e a Antartica, sendo

que alguma conexdo pode ter existido entre os dois continentes até cerca de 30 a 35
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milhdes de anos atras (COX; MOORE, 2010). As nossas estimativas do tMRCA foram

de 35 a 40 milhdes de anos para a familia Threskiornithidae suportando esta hipdteses.
6.2. Controvérsias nas designagdes de géneros

Entre as principais controveérsias taxondémicas da familia Threskiornithidae esta
0 caso da espécie atualmente denominada Platalea ajaja a qual foi inicialmente
colocada no género Ajaja (PINTO, 1938; HELLMAYR; CONOVER, 1948; AOU,
1998), sendo depois incluida no género Platalea (HANCOCK et al., 1992; BANKS et
al., 2002). No presente estudo baseado no gene 16S rRNA, Platalea ajaja mostrou-se
basal em relacdo as trés espécies do género Platalea incluidas na analise (Figura 2).
Além disso, Platalea ajaja se diferenciou bem das demais espécies do género: a
distancia genética entre Platalea ajaja e as outras espécies do género foi de 0,06-0,07 e
a distancia entre as demais espécies de Platalea variou de 0,03-0,05 (Tabela 2). Esse
resultado estd concordante com os dados morfologicos, pois Platalea ajaja apresenta
cabeca desnudada o que a diferencia das outras espécies incluidas no estudo. As
distancias encontradas entre espécies do mesmo género da familia Threskiornithidae no
geral foram de 0,01-0,05 e a distancias entre espécies de diferentes géneros variou de
0,09-0,18 (Tabela 2). O resultado encontrado nesse estudo foi similar ao encontrado por
Chesser et al.(2010b). A adicdo futura de duas espécies faltantes em nosso estudo, em
especial de Platalea flavipes que fica as vezes isolada no género monoespecifico
Platibis e é considerada como espécie irmé de Platalea ajaja por Chesser et al. (2010b)
— apesar do baixo valor de suporte - (Figura 8D), poderd ajudar a resolver esta

controversia sobre a validade taxondmicas desses géneros monoespecificos.

Outro caso interessante obtido na anélise de FIB-7 (Figura 3) foi o apresentado
pela espécie Theristicus caerulescens, classificada em género monotipico Harpiprion
(Pinto, 1938; Hellmayr; Conover, 1948; Hancock et al., 1992), mas geralmente incluida
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no género Theristicus pela maioria dos autores que seguem a Steinbacher (1979), apesar
desta espécie ser morfologicamente muito diferente das outras espécies do género.
Nessa analise pudemos observar Theristicus caerulescens como espécie basal a T.
melanopis e a T. caudatus, compartilhando o mesmo haplétipo estas duas Gltimas, que
sdo consideradas como co-especificas por Hellmayr e Conover (1948) e Hancock et al.
(1992). A distancia genética entre Theristicus caerulescens e as outras duas espécies foi
de 0,009, um valor baixo quando comparado ao observado para espécies de diferentes
géneros (0,021 a 0,060) (Tabela 3), o que ndo suportaria a classificacdo dessas espécies
em géneros diferentes. Nosso resultado estd de acordo com Hancock et al. (1992) que
sugeriram que ndo existem dados que suportem essa divisdo em géneros diferentes.
Theristicus caerulescens, T. caudatus e T. melanopis foram consideradas como
superespécies por Steinbacher (1979), Fjeldsa e Krabbe (1990), Matheu e Del Hoyo

(1992), hipotese coerente com 0s nossos resultados.

Nas nossas andalises foram incluidos dois individuos de Plegadis chihi de duas
localidades distantes (EUA e Brasil) representando os extremos da distribuicdo da
espécie. Nas analises baseadas no gene 16S rRNA (Figura 2) estes dois individuos se
agruparam (mas com baixo suporte), tendo como grupo irmdo P. ridgwayi e P.
falcinellus resultou possivel grupo irmado desse clado (todos esses n6s possuem baixo
suporte). Na analise com o marcador FIB-7 (Figura 3) o individuo de P. chihi dos EUA
se mostrou mais proximamente relacionado com P. falcinellus, compartilhando uma
duplicacdo de 29 pb e se diferenciando do P. chihi do Brasil. Ainda ndo ha analises de
distribuicdo geogréafica da diversidade genética de P. chihi e de P. falcinellus, mas. o
resultado encontrado com o FIB-7 indica que P. chihi pode apresentar estruturacdo
genética. P. ridgwayi também foi considerada como superespécie junto com P. chihi e

P. falcinellus (SHORT, 1975). Na analise baseada no gene 16S rRNA esta espécie
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mostrou-se estreitamente relacionada a P. chihi. Plegadis falcinellus e P. chihi foram
consideradas como superespécies por Steinbacher (1979) e Sibley e Monroe (1990) e
como co-especificas por Palmer (1962). Estas espécies tém sido reportadas se
reproduzindo em simpatria em Louisiana, EUA (AOU, 1998). Seria interessante
investigar mais individuos desse trio de espécies, especialmente de P. falcinellus que
ocorre tanto na America, Europa, Africa, Asia como Australia, para compreender

melhor as relagdes evolutivas dentro deste género.
6.3. O Caso Eudocimus

Os casos de hibridizacdo entre espécies de aves em populacbes naturais
representam um grande problema quando se pretende definir o status taxonémico de
espeécies, superespécies ou subespécies. Nessas avaliagcdes, € importante se considerar
todas as informacdes biologicas disponiveis. Ao nosso conhecimento, ndo foram
produzidos estudos genéticos anteriores a esse estudo que contribuam para a definicdo
do caso Eudocimus na familia Threskiornithidae. O caso de Eudocimus ruber e E. albus
é uma das maiores controveérsias na taxonomia do grupo, pois sdo consideradas como
espécies separadas, apesar de mostrarem similaridades no comportamento de

forrageamento e de reproducdo, além dos registros de hibridizacdo na natureza.

Segundo nossas analises baseadas nos genes mitocondriais, as duas espécies de
Eudocimus se comportam como dois grupos separados e sem evidéncia de hibridizagéo.
Pelas andlises do gene 16S rRNA, as duas especies de Eudocimus apresentaram
distancia genetica de 0,5% a 0,9% entre elas, formando dois grupos separados e sem
haplotipos compartilhados. Esta distancia foi comparavel as encontradas entre outras
especies pertencentes ao mesmo género na nossa analise filogenética da familia
Threskiornithidae. E importante considerar que a maioria dos géneros da familia
apresenta problemas de complexos de espécies. Por exemplo, as duas espécies de
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Theristicus apresentaram distancia de 2% entre elas e as trés espécies do género
Plegadis apresentaram distancia de 0,5-0,7% entre elas. Nos géneros Threskiornis e
Platalea as distancias interespecificas sao maiores (5% e de 3% a 5%, respectivamente)
(Tabela 2). Aliabadian et al. (2009) avaliaram distancias genéticas entre espécies de
aves do mesmo género (708 sequéncias de 498 espécies pertencentes a 270 géneros) e
as comparou com as distancias encontradas entre espécies de aves parapatricas (24 pares
de espécies). Esses autores encontraram para o gene 16S rRNA distdncia genética
intragenérica média de 3,13%, distancia genética média entre as espécies parapatricas
de 1,30% e ndo encontraram diferenca significativa para os valores de distancia genética
entre espécies que hibridizavam ou ndo. Os nossos valores (0,5-0,9%) sdo inferiores aos
encontrados por Aliabadian et al. (2009). A distancia genética interespecifica
encontrada no presente estudo baseando-se no gene Citocromo B variou de 0,8% a 1%,
valores esses inferiores aos encontrados para 0 mesmo marcador por Aliabadian et al.
(2009) para espécies de um mesmo género (3%). O valor de distancia genética
interespecifica calculado com os dados do gene COI no presente estudo foi de 0,6%,
valor esse inferior ao encontrado para este marcador por Aliabadian et al. (2009) para
espécies parapatricas de mesmo género (3,64%). Aliabadian et al. (2009) menciona
também uma distancia de 0.9% para Plegadis falcinellus e P. chihi para o gene COI.
Uma das possiveis razdes para os valores encontrados no nosso trabalho é a recente
separacdo destas duas linhagens, estimada em dois milhdes de anos, segundo estimativa
de tempos de divergéncia na nossa filogenia molecular (Figura 5). Outra possivel razéo
é a de que a familia Threskiornithidae € uma das familias com a menor taxa de mutagéo

no DNAmit entre o grupo das aves (HYUNG; DEWOODY, 2010)

Avaliar o nivel de diferenciacdo genética entre duas espécies proximamente

relacionadas usando marcadores nucleares é uma dificil tarefa quando ndo ha monofilia.
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Processos como o sorteamento de linhagem, introgressao, duplicacdes de genes podem
causar diferencas entre as arvores de genes e a arvore de espécie. Os varios métodos de
delimitacdo de espécies propostos recentemente (O’MEARA, 2010), visando recuperar
sinal de especiacdo ainda sem monofilia em locos mdltiplos, foram aplicados nesse
trabalho. Entre os marcadores aqui utilizados, foi possivel recuperar a partir dos dados
do marcador nuclear (MPP) sinais que diferenciam as duas espécies de Eudocimus
(Figura 7B), ainda que ao ser enraizado, E. albus mostrou-se como grupo parafilético a
E. ruber. Apesar de os outros trés marcadores (FIB-7, GADPH, Myo) indicarem
compartilhamento de haplétipos e auséncia de monofiletismo reciproco, possivelmente
devido ao sorteamento de linhagens e a retencdo do polimorfismo ancestral, foi possivel
recuperar um forte sinal de especiacdo nas diversas analises coalescentes de delimitacdo
de espécies que suportaram a hipdtese de que Eudocimus ruber e E. albus sdo duas
linhagens evolutivamente separadas. A andlise de delimitacdo bayesiana de espécies
revelou valores maximos para este evento de especiacdo, inclusive quando somente 0s
marcadores nucleares foram utilizados. O estatistico gsirt foi significante quanto a
separacdo destas duas espécies, apresentando maior valor para 0s marcadores
mitocondriais. Apesar deste parametro estatistico nao ter resultado em valor de 1 para os
marcadores nucleares, o valor foi estatisticamente significativo, indicando grau de

diferenciacdo significante entre os dois taxons.

A anédlise de delimitagdo de espécies foi feita pelo método de Knowles e
Carstens (2007) no programa STEM, dado que os marcadores nédo rejeitaram a hipotese
do reldgio molecular. O programa STEM utiliza a distancia nos ramos junto com o
valor 0 para obter o comprimento dos ramos em unidades de coalescéncia. Nesta analise
ndo foi possivel rejeitar nenhuma das duas hipdteses acima mencionadas, ja que o

programa conseguiu diferenciar a separacéo de linhagens, mas a diferenca obtida pelo
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valor de verossimilhanca com a hipdtese de uma espécie s6 ndo foi significante. Esse
resultado foi obtido, possivelmente, devido a recente separacdo das linhagens. Como
controle negativo da analise foi avaliado o efeito da atribuicdo incorreta dos individuos
as linhagens, realizando a permuta de individuos de Eudocimus albus com individuos de
E ruber na analise. Assim, ao realizar a permuta de apenas um individuo escolhido ao
acaso, a hipdtese de uma unica espécie foi sempre significativamente maior do que a
que supde duas linhagens, comprovando que os resultados obtidos anteriormente nédo

sdo produtos de algum artefato metodoldgico.

Eudocimus albus e E. ruber tém aspectos ecologicos similares, tém distribuicdes
geograficas distintas e sdo interférteis, 0 que é evidenciado na zona parapatrica da
distribuicdo das espécies, apesar da maioria dos cruzamentos ocorrer entre individuos da
mesma espécie (RAMOS; BUSTO, 1987). Alguns autores ja propuseram as duas como
superespécies (SIBLEY; MONROE 1990), como co-especificas (KUSHLAN;
BILDSTEIN, 1992) ou como subespécies de E. ruber (RAMO; BUSTO, 1987). O
termo superespécies implica em alopatria, 0 que ndo acontece com as espécies de
Eudocimus que apresentam zona de hibridizacdo. Outra proposta foi feita por Ramos e
Busto (1987) considerando Eudocimus contendo uma espécie com duas subespécies,
baseando-se na ndo-existéncia de mecanismos de isolamento reprodutivo e no conceito

bioldgico de espécie.

Nossas analises genéticas ndo sdo conclusivas, pois ndo foram incluidos
individuos representantes de toda a area de distribuicdo de E. ruber e E . albus. Se
considerarmos, entretanto, que ndo ha grande diferenciacdo intraespecifica como foi
demonstrado para E. ruber cuja distribuicdo geografica da diversidade genética foi
estudada por Gongalves et al. (2010) usando o intron 7 do gene do f fibrinogénio e por

Santos (2005) usando 12 locos de microssatelites. Gongalves et al. (2010) néo
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encontraram estruturacdo genética entre as trés populagdes estudadas, dois do nordeste e
uma do sudeste do Brasil. Quando os nossos dados sdo adicionados aos obtidos por
Gongcalves et al. (2010), também ndo foi observada estruturacdo genética nem por Fst
ou por AMOVA, mas sim entre E. albus e E. ruber. Santos (2005) encontrou baixa
diferenciacdo pela analise de microssatélites entre populacdes de Cubatdo (sudeste do
Brasil) e algumas populacGes do nordeste do Brasil, mas sem uma correlacdo com a
distancia geografica. As amostras aqui analisadas de E. albus sdo de uma localidade no
extremo norte de sua distribuicdo, mas ndo tem sido detectada estruturacdo genética
entre populacdes de E. albus (STANGEL, 1991). E. albus possui um baixo nivel de
filopatria tanto para o local do nascimento como para alimenta¢do, assim como
comportamento némade (FREDERICK et al., 1996; HEATH et al., 2009),

comportamentos esses que contribuem para a formacédo de populacdes panmiticas.

Hancock et al. (1992), baseando-se em informacdo morfologica, propds que E.
albus seria formada por duas subespécies, sendo uma das destas subespécies a que
hibridiza com E. ruber, a qual ndo foi amostrada no presente estudo. Uma amostragem
na zona de hibridizacdo também nos forneceria mais informacdo sobre o grau de

diferenciacdo das espécies e nos permitiria testar a hipotese de Hancock et al. (1992).

Conceitos modernos de espécies como é o caso do conceito geral de linhagem
podem ser mais adequados para interpretar o caso Eudocimus e, segundo nossos
resultados, podemos considerar E. albus e E. ruber como duas linhagens diferentes que

representam duas espécies diferentes.
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7. CONCLUSOES

A familia Threskiornithidae parece ser um grupo monofilético e a divisdo
proposta atualmente em duas subfamilias ndo foi corroborada. A subfamilia
Plataleinae formou um grupo monofilético, mas dentro de Threskiornithinae. A
subdivisdo nestas duas subfamilias deveria ser reavaliada obedecendo as

monofilias reciprocas.

A filogenia de representantes da familia Threskiornithidae resultou em dois
grupos reciprocamente monofiléticos. O primeiro agrupa géneros endémicos do
continente americano. O segundo grupo foi formado por espécies tanto do Novo
como do Velho Mundo. Isso poderia ser explicado por uma divergéncia inicial
em dois clados ocorrido na Gondwana e posterior colonizacdo do Novo Mundo

por espécies do Velho Mundo.

As divergéncias iniciais dentro da familia Threskiornithidae foram estimadas em
35 — 40 milhdes de anos, data anterior a separacdo do continente americano da

Antartica.

Nas andlises baseadas nos genes mitocondriais Eudocimus ruber e E. albus se
comportam como dois grupos reciprocamente monofiléticos. Nas analises
baseadas nos genes nucleares e usando métodos coalescentes de delimitacao de
especies foi possivel recuperar um forte sinal de especiacdo, apesar da auséncia
de monofilia reciproca em trés dos quatro marcadores. O conjunto apesar de néo
conter individuos de toda area de distribuicdo geografica de E. ruber e E. albus
aponta para duas linhagens evolutivamente separadas e que devem ser

manejadas como tais.
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