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Restani, Aron. Filogenia De Espécies Selecionadas De Psitacideos (Aves,
Psittaciformes) Com Base No Comportamento De Auto Limpeza.
Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias). — Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Faculdade de Ciéncias e Letras, Assis, 2019.

Resumo

A filogenia dos psitacideos ainda € algo de muita divergéncia entre os
taxonomistas. Embora sejam muito diversificados morfologicamente,
principalmente em suas cores, 0s psitacideos constituem um grupo muito
homogéneo, gerando muitas contradi¢cdes e controvérsias em sua classificagao.
Este trabalho buscou utilizar duas fontes de dados para um estudo filogenético,
sendo elas: comportamento de auto limpeza e a analise de DNA mitocondrial.
Para o estudo, foram selecionadas 17 espécies (Amazona aestiva, Amazona
brasiliensis, Amazona farinosa, Amazona rhodocorytha, Amazona vinacea,
Aratinga solstitialis, Diopsitaca nobilis, Eos bornea, Eupsittula aurea, Guaruba
guarouba, Pionopsita pileata, Pionus maximiliani, Pionus menstruus, Primolius
maracand, Psittacara leucophthalmus, Pyrrhura frontalis e Pyrrhura perlata). O
estudo do comportamento de auto limpeza se deu através de observactes e
registros videograficos no Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de Barros, em
Sorocaba — SP. A anéalise de DNA mitocondrial foi feita através de dados obtidos
no “GenBank”. Resultados da analise comportamental apontam congruéncia
entre a filogenia obtida e outros estudos filogenéticos moleculares e
morfologicos, evidenciando que analises filogenéticas através do
comportamento podem ser uma fonte de dados viavel. Enquanto a filogenia
resultante da analise de maxima verossimilhanca das sequéncias de DNA
mitocondrial 12S e 16S apontam que com dados obtidos no GenBank podemos
realizar uma reconstrucdo filogenética com resultados satisfatorios,
evidenciando a importancia desta fonte de dados de livre acesso e a
necessidade de continuar fomentando a base de dados para o auxilio de
pesquisas futuras.

Palavras chave: Auto Limpeza, DNA Mitocondrial, Comportamento,

Psittaciformes, Relacdes Filogenéticas.



Restani, Aron. Phylogeny Of Selected Species Of Psittacids (Birds,
Psittaciformes) Based On Grooming Behavior. Dissertation (Masters in
Biosciences). — Sao Paulo State University (UNESP), School of Sciences,
Humanities and Languages, Assis, 2019.

Abstract

The phylogeny of parrots is still a matter of great divergence among taxonomists.
The examples are very diversified, mainly in their nuclei, the psitacideos
constitute a very homogeneous group, generating many contradictions and
controversies in its classification. This work sought to use two data sources for a
phylogenetic study, being: self cleaning behavior and mitochondrial DNA
analysis. For the study, we selected 17 species (Amazona aestiva, Amazona
rhodocorytha, Amazona vinacea, Aratinga solstitialis, Diopsitaca nobilis, Eos
bornea, Eupitiula aurea, Guaruba guarouba, Pionopsita pileata, Pionus
maximiliani, Pionus menstruus, Primolius maracana, Psittacara leucophthalmus,
Pyrrhura frontalis and Pyrrhura perlata). The study of the Self Cleaning Behavior
was done through OBSERVATIONS and Videographic Records at the Municipal
Zoological Park Quinzinho de Barros, in Sorocaba - SP, Analysis of mitochondrial
DNA was made through Data obtained in the "GenBank". Results of the
behavioral analysis point out congruence between phylogeny and other
phylogenetic and molecular studies, evidencing phylogenetic analyzes through
behavior can be a viable data source. While the phylogeny resulting from the
maximum likelihood analysis of the 12S and 16S mitochondrial DNA sequences
indicates that with data obtained there we can perform a phylogenetic
reconstruction with satisfactory results, evidencing the importance of this source
of free access data and the need to continue fomenting a base of data to assist
future research

Key Words: Behavior, Mitochondrial DNA, Grooming, Psittaciformes,

Phylogenetic Relationships.
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1. Introducgéo
1.1. Os Psittacideos

A ordem Psittaciformes, que engloba as araras, cacatuas, calopsitas,
papagaios, periquitos e afins, é dos grupos mais conhecidos de aves, muito
devido a caracteristica de sua coloracao viva, formato diferenciado do bico, do
corpo e dos pés. Estas caracteristicas, individualmente, ndo séo exclusivas do
grupo, mas descrevendo de forma mais especifica, como nas descri¢cdes de
Beddard, 1898, Glenny, 1959, Smith, 1975 e Gaban-Lima e Hoéfling, 2006, o
conjunto das caracteristicas morfolégicas torna clara a identificagcdo de um
membro desta ordem, sendo essas caracteristicas: pés zigodactilos (quando o
segundo e o terceiro dedo sdo dispostos para frente e primeiro e 0 quarto séo
direcionados para tras); tarsometatarso muito curto; formato exclusivo do bico
em forma de gancho onde a maxila se curva sobre a mandibula juntamente com
a musculatura ligadas a maxila; lingua preénsil; osso esterno fenestrado; furcula
fragil ou ausente; 10 rémiges primarias e 10 a 14 secundarias; 12 rectrizes, em
geral; plumagem densa e extremamente colorida; e auséncia dos cecos

intestinais.

Suas belas e coloridas penas e sua capacidade de vocalizacao despertam
curiosidade e admirac&o nas pessoas, principalmente os papagaios, que podem
até imitar a voz humana e, por isso, estas aves tém sofrido com a captura para
o comércio ilegal. No Brasil, varias espécies se encontram ameacadas de
extincdo, pois além da captura, ainda sofrem com a grande pressao ambiental,
0 que torna urgente a sua protecao in natura, bem como o estabelecimento de

programas de reproducdo em cativeiro (Sick, 1997).

Sao reconhecidas, atualmente, cerca de 355 espécies nesta ordem,
embora ainda ndo haja consenso definitivo quantos aos géneros, a maior parte
dos estudos reconhece 86 géneros, incluindo os ja extintos (Collar, 1997;
Caparroz e Pacheco, 2006). Sua distribuicdo € cosmopolita, predominantemente

tropical, com alguns taxons chegando a zonas temperadas.
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Segundo Collar (1997), na regido Neotropical, que compreende a
totalidade das Américas do Sul e Central e a porcao sul da América do Norte, é
encontrada a maior variedade de espécies e géneros da ordem, com cerca de
150 espécies e 32 géneros. Dentro da regido Neotropical, destaca-se a América
do Sul, com mais de 100 espécies e o Brasil com 72 espécies (Sick, 1997).

Os Psittaciformes possuem tantas caracteristicas derivadas que sua
relacdo filogenética dentro do grande grupo das Neoaves ainda € motivo de
discussao (Gaban-Lima 2007). Estudos que utilizam caracteres moleculares e
morfolégicos como o de Dyke e Van Tuinem (2004) coloca os Psittaciformes
como grupo irméo de Galloanserae, gerando contradicdo com o resto do grupo
de Neoaves proposto por Sick (1997). Isso demonstra o quao complicado, ainda,

séo estudos filogenéticos com as aves.

Historicamente a ordem Psittaciforme ja foi agrupada como grupo irmao,
ou até mesmo fazendo parte de outras ordens. Diversos estudos, desde o século
XIX, vém propondo, através de variados métodos de andlise, novas formas de
agrupar esta ordem, que ja foi incorporada aos Piciformes por Gadow (1892);
aos Columbiformes por Mayr e Amadon (1951); aos Falconiformes e Strigiformes
por Gysels (1964), entre outros. Um estudo mais recente, feito por Livezey e Zusi
(2007), com caracteres de anatomia comparada, sugere as seguintes relacoes:
(Psittaciformes, Columbiformes ((Caprimulgiformes, Apodiformes) ((Coliiformes,
Trogoniformes) (Coraciiformes, Piciformes, Passeriformes))). Estes estudos
comprovam gue as relacdes filogenéticas da ordem ainda estdo muito longe de

serem consideradas definitivas.

Assim como ainda estamos longe de uma filogenia consensual acerca da
ordem Psitaciforme e seus grupos mais proximos, a sistematica dentro do grupo
também estd em constante modificacdo. Em 1874, Garrod, e posteriormente, em
1898, Beddard, propuseram a divisdo da ordem em duas familias
(Palaeornithidae e Psittacidae), uma contendo 3 (Palaeornithinae, Cacatuinae e
Stringopinae) e outra com 4 subfamilias (Arinea, Pyrrhurinae, Platycercinae e
Chrysotinae), respectivamente, baseados na glandula uropigialis, no musculo
Ambiens e no o0sso da furcula. Contemporaneamente aos estudos ja citados,
Salvadori (1891) publicou um catalogo com base em caracteres morfométricos,

morfologia externa e caracteristicas de plumagem, cuja divisdo proposta difere
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completamente da divisao de Garrod e da de Beddard. Estes estudos servem de
exemplo para demonstrar que ndo existe consenso desde o inicio dos estudos

de sistemética do grupo.

Sick (1997) prop6s em seu livro, duas formas de classificagdo das
espécies brasileiras de psitacideos, pela coloracao da plumagem e pelo formato
da cauda, classificacdo esta que ainda é muito aceita entre os sistematas do
grupo. Conforme esta classificacao, a separacéo desta forma (os niumeros entre

parénteses correspondem ao nimero de espécies do género):
Segundo o colorido:

Azul: Anodorhynchus hyacinthinus, A. leari, A. glaucus, Cyanopsitta spixii

e Ara couloni.
Azul e amarelo: Ara ararauna.
Vermelhas predominantemente: Ara macao e Ara chloroptera.

Amarelas ou alaranjadas predominantemente: Guarouba guarouba e

Aratinga solstitialis.

Verdes: Aratinga, Pyrrhura, Forpus, Touit, Pionus, Amazona, Ara severa,
Ara couloni (azulado), Propyrrhura maracana, P. auricollis, Orthopsittaca
manilata e Diopsittaca. O género Brotogeris, em seu atual conceito, €

heterogéneo para o colorido da plumagem.

Segundo a cauda:

Cauda longa, pontiaguda ou cuneiforme: Anodorhynchus (3), Cyanopsitta
(1), Ara (5), Aratinga (7), Nandayus (1), Pyrrhura (10), Myiopsitta (1), Brotogeris
tirica, B. versicolurus e B. chiriri. Os maracandas: Propyrrhura (2), Orthopsittaca

(1), Diopsittaca (1), Guarouba (1), Ara severa e Ara couloni.
Cauda longa e larga: Triclaria (1) e Deroptyus (1).

Cauda curta, truncada, arredondada ou cuneiforme: Touit (4), Pionites (2),
Pionopsitta (4, inclui Gypopsitta), Graydidascalus (1), Pionus (3), Amazona (11),

Brotogeris crysopterus, B. cyanoptera, B. sanctithomae e Forpus (3).
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Como ja ressaltado por Prates (2006), outros estudos corroboram esta
divisdo posposta por Sick, inclusive estudos com base em andlises por DNA
mitocondrial, como, por exemplo, Miyaki et al (1998), que utilizou analises de
minissatélites em um estudo de da evolucéo peleogeogréafica do grupo.

1.2. Sistemética Filogenética

A Sistemética é a ciéncia da diversidade dos organismos, isto €, seu
objeto central de estudo é a diversidade bioldgica e suas relacdes de parentesco
evolutivo, ocupando-se de: “ (1) descrever essa diversidade; (2) encontrar que
tipo de ordem existe na diversidade biologica (se existir); (3) compreender os
processos que sdo responsaveis pela geracdo dessa diversidade. (...) (4)
apresentar um sistema geral de referéncia sobre a diversidade bioldgica”
(Amorim, 2002). A taxonomia data desde 3000 antes de Cristo, quando o
imperador chinés Shennong comecou a catalogar as plantas para o cultivo. Ha
relatos também da civilizacdo egipcia que catalogava plantas comestiveis, mas
o sistema tomou fama com o filésofo grego Aristételes, a quem é, geralmente,
atribuido o primeiro sistema de agrupamento dos seres vivos. Aristoteles levou
em conta, principalmente, o habitat e a forma de reproducéo dos organismos. No
ambito da zoologia, foi quem originou os termos “vertebrados” e “invertebrados”,

usados até os tempos atuais.

A taxonomia teve uma grande revolucdo com a publicacdo da décima
edicdo da obra Systema Naturae (1758), escrita pelo naturalista sueco Carolus
Linneaus, que propds um sistema de classificacdo binominal, separando os
seres vivos em taxons. Este sistema era baseado no essencialismo e fixismo, ou
seja, agrupava os organismos de acordo com as semelhancas compartilhadas,
pois acreditava-se que 0s organismos sempre existiram daquela forma, sem
gualquer mudanca evolutiva. Embora ndo se use mais o fixismo como base para
a comparacao dos organismos, o sistema taxonémico binomial proposto por

Linneaus é utilizado até hoje (Amorim, 2002).

Com a divulgacdo da Teoria da Evolugédo, de Darwin e Wallace, os
conceitos acerca do mundo organico mudaram bruscamente ao adotar essa

nova teoria. Os pesquisadores da area de taxonomia mudaram seus métodos de
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classificacao, deixando de utilizar o fixismo e se embasando na histéria evolutiva
dos grupos bioldgicos, dando origem aos estudos de filogenia, que é o modelo

mais utilizado na sistematica atual.

A partir do conceito de paradigma proposto por Thomas Khun (1991), que
caracteriza paradigma como sendo o resultado de atividades concretas,
universalmente reconhecidas que, durante algum tempo, fornecem solugdes
modelares a comunidade cientifica, podemos dizer que a sistematica filogenética
€ o atual paradigma da area.

Para Amorim (2002), na area da sistematica, temos 4 grandes escolas
gue divergem nos conceitos e nas formas de avaliagdo na separagcao dos seres
vivos, sendo elas: Catalogréfica, Gradista ou evolutiva, Sistematica Fenética (ou

Taxonomia Numérica) e Sistematica Filogenética ou Cladista.

A Catalografica, a escola mais tradicional dentre as 4, ndo utiliza bases
tedricas em suas divisdes, a classificacdo se baseia em critérios extremamente
simples, como por exemplo a semelhanca morfolégica sem considerar outros
fatores. Taxonomista geralmente a usam apenas como uma base prévia de

organizacao (Amorim, 2002).

A Gradista, também conhecida como Taxonomia Evolutiva, foi a primeira
destas escolas a incorporar claramente os conceitos de evolugao proposto por
Darwin. Esta escola baseia-se na criacao de taxons que representem as etapas
(ou graus, dai a origens do nome, Gradista) da evolu¢do daquele organismo,
onde cada nova caracteristica obtida através da evolucéo representa uma nova
habilidade de explorar um novo ambiente ou alcancar uma nova zona adaptativa.
Assim cada nova classificacdo taxonémica representa uma etapa da evolucéo
do grupo (Amorim, 2002). Esta escola possuia um problema muito grande, que
era a subjetividade para definir quais seriam caracteristicas suficientemente
relevantes para a determinacdo de um novo grado, o que levou pesquisadores

a grandes equivocos.

A Sistematica Fenética, ou Taxonomia Numérica, trabalha com base em
modelos matematicos onde a classificacdo deve resultar de uma avaliagdo
guantitativa das relacdes de similaridade entre os organismos, desconsiderando

processos evolutivos devido a subjetividade na avaliagéo de relevancia evolutiva
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do carater analisado. O resultado de uma taxonomia numeérica é um diagrama
ramificado onde a proximidade das unidades terminais indica um maior grau de
semelhanca do conjunto de caracteres analisados simultaneamente (Amorim,

2002). Atualmente ainda é utilizada, mas de forma diferente, levando em

consideracao alguns processos evolutivos para os caracteres analisados.

A Sistematica Filogenética, ou Cladista, propde que a classificacdo deve
resultar do estudo das relacdes de parentesco entre os taxons levando em
consideracdo que os organismos estdo em constante processo de evolucao.
Para isso utiliza a maior quantidade de conteddo disponivel sobre a
ancestralidade do grupo e seu processo evolutivo, afim de formar sempre grupos

monofiléticos (Amorim, 2002).

A sistematica filogenética surge oficialmente em 1950, com a publicacéo
do livro Grundziige einer Theorie der Phylogenetischen Systematik, do
entomologo alemao Emil Hans Willi Hennig, mas seu método s6 tomou fama na
ciéncia mundial apds a traducao de seu livro do aleméo para o inglés em 1966
(Guimaraes, 2005). Parafraseando Amorim (2002) “O centro da proposta de
Hennig € que as classificacdes bioldgicas devem ser um reflexo inequivoco do
conhecimento atual sobre as relacdes de parentesco entre os taxons. ”, isso quer
dizer que as classificacdes devem ser feitas por “grupos naturais” (terminologia
proposta por Henning para grupos monofiléticos) que possuem um ancestral

comum a todos os pertencentes do grupo, sem excecoes.

O objetivo do estudo da Sistematica Filogenética, ou Cladistica, consiste
na identificacao das relacdes de parentesco pela reconstrucdo da filogenia dos
seres vivos. Para tal, ha de se verificar a existéncia de homologias, isto €,
estruturas que apresentem a mesma origem ontogénica, e se correspondem a
estruturas primitivas, também denominadas plesiomorfias, ou derivadas,
também denominadas apomorfias. Se corresponder a uma caracteristica
apomorfica exclusiva de um taxon terminal, também denominada autapomorfia,
€ o suficiente para constatar que este grupo € monofilético, pois apresenta um
ancestral comum, o primeiro a apresentar esta novidade evolutiva. Se a
caracteristica é compartilhada por varios grupos de seres vivos, diz-se entdo que

€ uma sinapomorfia. Estes grupos, considerados naturais, recebem um nome
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cientificamente valido e assumem uma posicdo, dependendo da hierarquia do

grupo em questao (Amorim, 2002).

1.3. Comportamento

Os estudos do comportamento animal datam desde as primeiras
civilizagbes, quando homens pré histéricos aprenderam a observar e utilizar do
conhecimento do comportamento para otimizar a caca. Hoje em dia o
comportamento € o foco de diversas pesquisas, com 0s mais variados temas,
desde a melhoria na efetividade de caca e pesca, até o uso para protecédo de

lavouras ou protecéo da biodiversidade (Alcock, 2009).

N&o é de agora que cientistas vem propondo o uso do comportamento
como uma possivel fonte de dados para estudos filogenéticos, ha estudos
propondo este método desde o meio do século XX, como por exemplo Lorenz,
1941; Timbergen, 1959; Hodos e Campbell, 1969; Alberts, 1996. Atualmente,
praticamente ja ndo se questiona mais a presenca do sinal filogenético dentro do
comportamento, e sim como extrai-lo e utiliza-lo em uma reconstrucao
filogenética (Quadros, 2002).

Atz (1970) fez um grande trabalho com objecbes ao uso do
comportamento como carater de analise filogenética, sintetizando o trabalho de
Atz, o autor diz que o comportamento € evanescente e pode sofrer variacdes
durante a vida do animal, dependendo de influéncias ambientais, inviabilizando
as comparacfes. O autor também diz que comportamentos de espécies
diferentes, sofrendo pressédo do meio podem variar e convergirem para se tornar
semelhantes, porém ndo homodlogas, ou seja, comportamentos se tornaram

semelhantes ndo por um ancestral comum, mas sim por influéncia do meio.

Posteriormente, novas tecnologias e estudos, que nao estavam
disponiveis na época, refutaram a teoria de Atz (Quadros, 2008). Atualmente néo
h4d uma grande forca de pesquisadores que se oponham ao uso do
comportamento como ferramenta de analise filogenética. Ao contrario, alguns
dos trabalhos que corroboram o uso de comportamentos herdados como fonte

de informacéo para analise filogenética podem ser exemplificados em: Prum,
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1990; Edwards e Naeem, 1993; Mclennan e Mattern, 2001; Quadros, 2002;
Giannini e Bertelli, 2004, Japyassu et al 2006 e Malange et al 2013.

O comportamento pode ser descrito como a interagdo do genétipo com o
meio ambiente, pois o animal utiliza constantemente o comportamento em
funcdo de sua sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie, portanto pode ser uma
fonte de caracteres filogenéticos. O comportamento pode ser herdado, pois
representa a adaptabilidade da espécie perante o meio (Quadros, 2002).

1.4. Anédlise Molecular

Em 2003, Hebert e colaboradores iniciam a utilizacdo de marcadores
moleculares para criar um “cédigo de barras” (Barcode) para identificar as
espécies. Acreditava-se que com isso se removeria um pesado fardo dos
taxonomistas, que se utilizavam, principalmente, de caracteres morfolégicos
para a identificacdo de espécies (Goldstein, 2011). O que gerava problemas
guando se tratava, por exemplo, de espécies cripticas, em que a morfologia nédo
bastava para diferenciar espécies muito semelhantes (Brower, 1996). Assim, a
iniciativa Barcode pretendia padronizar um fragmento de gene, a subunidade 1
da citocromo oxidase (COI), de tamanho de 648 pares de base como um
identificador provisoério para espécies e amostras (Goldstein, 2011). O objetivo
era obter uma sequéncia de DNA de diversos individuos, do maior nimero de

populacdes do maior niumero possivel de espécies (Savolainen et al., 2005).

O Barcode of Life Data System (BOLD) é um banco de dados com o intuito
de auxiliar a aquisicdo, armazenamento, andlise e publicacdo de registros de
DNA barcode (Ratnasingham & Hebert, 2007). E uma ferramenta gratuita que
integra informacdes moleculares, morfolégicas e geograficas que ficam
disponiveis a qualquer pesquisador interessado em utilizar o DNA barcode em

seus estudos (Ratnasingham & Hebert, 2007).

Em 2004 criou-se o Consortium for the Barcode of Life (CBOL), que conta
com diversas organizac¢des de varios paises, e tinha o objetivo de em 20 anos
criar uma biblioteca de DNA Barcode para todos os animais eucarioticos

(Ratnasingham & Hebert, 2007). Entdo, o CBOL sabendo da massiva quantidade
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de dados que essa iniciativa iria gerar, entrou em acordo com grandes bancos
gendbmicos, como o National Center for Biotechnology Information (NCBI),
organizagOes de biodiversidade como a Global Biodiversity Informaion Facility
(GBIF) entre outros para definir parametros e requisitos para receber a
denominacéo de Barcode. Kvist (2013) realizou um estudo para analisar a
qualidade e quantidade de sequéncias conjuntas nos bancos “GenBank” e
‘BOLD”, onde encontrou informacdo de 15% da biodiversidade total
reconhecida, com mais de 230 mil taxons Unicos citados, mostrando o grande
potencial e a importancia desses bancos de dados online para o avangco do DNA

barcode.

Com o aumento da disponibilidade de sequencias de DNA em bancos de
dados de livre acesso e 0 avanco de tecnologias voltadas para as analises
através da gendmica comparativa, os estudos de diferencas e similaridades
genéticas vem se popularizando e se aperfeicoando (Primose & Twyman, 2003).
Este tipo de analise comparativa se tornou uma ferramenta de grande
importancia na compreensdo dos mecanismos da evolucdo molecular e na
identificacdo de regides reguladoras do DNA (Schwartz et al., 2000). Através de
analises comparativas de sequéncias DNA gendnico entre espécies, é possivel
identificar elementos funcionais, visto que estes tendem a ter uma taxa de
evolucdo menor do que sequencias nao funcionais (Nobrega & Pennachio,
2004). Genes ortélogos, por definicdo, sdo genes homadlogos entre diferentes
genomas, que foram separados em algum momento da evolucdo por um evento
de especiacao. Estes genes sdo as sequéncias mais buscadas e utilizadas em
estudos de evolugcdo molecular, pois sofrem pressao seletiva que retém seus

sitios de ligacdes funcionais (Lenhard et al., 2003).

A partir da década de 80, diferentes tipos de DNA (mtDNA,
principalmente) vém sendo amplamente utilizados em estudos genéticos e
evolutivos. Pesquisas em nivel molecular tém dado muita énfase aos estudos
sistematicos, em varios grupos de animais. O genoma mitocondrial, pelas suas
caracteristicas e particularidades, tem sido especialmente Gtil em estudos de

analises evolutivas dos organismos (Matioli & Passos-Bueno, 2001).

A taxa de evolugdo € um dado importante na escolha do gene para

resolver questdes filogenéticas, taxonémicas e de genética de populagdes. No
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MtDNA, essa taxa ndo é homogénea entre os seus diferentes genes. Alguns
genes acumulam mais rapidamente essas substituicbes de bases (Saccone,
1994). No entanto, na pesquisa de eventos mais antigos como a formacao de
espécies, géneros, familias, os genes mais conservados podem ser bons
indicadores (Saccone, 1994). A auséncia de recombinacédo e a heranca materna
aliados a alta taxa de evolucdo heterogénea entre seus genes, fazem com que
o mtDNA seja um excelente marcador para estudos filogenéticos, taxonomia
molecular e dos movimentos migratérios de populacdes ao redor do mundo
(Avise 2000; Saccone, 1994).

O DNA mitocondrial animal € uma molécula de fita dupla circular que
codifica, aproximadamente, 5% de toda maquinaria necessaria para o
funcionamento da mitocondria. O conteido em termos de genes é extremamente
conservado, contudo, algumas diferencas sao relatadas quando comparados
organismos que divergiram ha muito tempo, como entre ordens e classes

taxondmicas (Matioli & Passos-Bueno, 2001; Hebert et al. 2004).

Andlises filogenéticas baseadas em genes mitocondriais Sé&o
frequentemente limitadas a espécies proximamente relacionadas, devido a sua
alta taxa de substituicdo de nucleotideos. Contudo, variacbes nos conteudos
génicos mitocondriais e sua ordem tém sido utilizados para elucidar relagbes
evolutivas entre espécies relacionadas e distantes evolutivamente, baseada em
caracteristicas compartilhadas e derivadas que retomam a um ancestral comum
qgue originou o grupo (Nei & Kumar, 2000). Sequéncias parciais de genes
mitocondriais de varias espécies tém sido utilizadas como marcadores para
analises filogenéticas. Por exemplo, o gene COI tem sido extensivamente
utilizado para identificacdo de espécies nos projetos de “DNA barcoding”
(Ratasingham & Hebert, 2007; Kress & Erickson, 2008).

O gene 16S codifica a subunidade menor do ribossomo e corresponde a
uma regido altamente conservada do genoma. Como o0s demais genes
ribossomais sdo moléculas universais e a similaridade na sua estrutura sugere
gue tenham evoluido muito cedo em um ancestral comum a todos 0s seres vivos
e se alterado relativamente pouco até hoje (Giribet, 2015). Este gene apresenta
um tamanho que varia de 1.237 a 1.513 pares de bases, tendo sido utilizado

para inferir relagcfes filogenéticas em diversos niveis taxonémicos (Schwarts et
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al., 2000). Contudo, devido ao seu baixo nivel de divergéncia, o gene 16S pode
falhar ao analisar as relagBes taxonémicas entre espécies do mesmo género,
mas este gene pode ser muito Util para relacfes taxondmicas de tdxons mais

distantes, como familias (Muraji et al., 2000).

O DNA ribossomal (rDNA) é uma regido bem conservada e que se
mostrou valioso para pesquisas de sistematica e filogenia de organismos
préximos ou relacionados de forma distante e que ndo acumulam mutacdes
independentemente, de cada unidade de rDNA evolui de forma sincronizada,

podendo ser tratada como um unico gene (Giribet, 2015).
1.5. As Espécies

A descricdo das 17 espécies cujos comportamentos foram analisados, foi
feita, abaixo, segundo os livros “Ornitologia Brasileira” de Helmut Sick (1997) e
“Parrots of the World” de Joseph M. Forshaw e Willian T. Cooper (1989), e para
as espécies que mudaram de género, foi referenciado de acordo com o estudo

mais recente.
Guaruba guarouba

Popularmente conhecida como Ararajuba, possui tamanho médio de 34cm
guando adulto, coloracdo amarelo vivido com apenas as rémiges verde oliva,
coloracdo esta que lhes conferiram o nome derivado da lingua Tupi, onde
Guara=passaro, yuba=amarelo, e também a colocou como um animal
extremamente visado para cacadores e criadores ilegais. Considerada endémica
no Norte e Nordeste brasileiro, ocorre, atualmente, do Maranh&o até o oeste do
Pard, mas registros antigos mostram sua ocorréncia chegando até o estado da
Bahia, estima-se que sua populacdo natural seja de 3 mil espécimes
(Laranjeiras, 2008). E considerada uma espécie, internamente, sociavel, mas
territorialista em competicdo com outras espécies. Sua taxonomia ja foi alvo de
grandes discussdes, anteriormente acredita-se fazer parte do género Aratinga,
mas sua vocalizacdo e etologia ndo condizia com o grupo, atualmente é agrupara

ao género Guaruba

Psittacara leucophthalmus
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Até 2013 era uma espécie pertencente ao género Aratinga, sendo esta espécie
conhecida como Aratinga leucophthalmus, mas com a publicacdo de Remsen et
al. (2013) o género Aratinga foi revisto e considerado um grupo parafilético, por
isso foi criado o género Psittacara. A espécie P. leucophthalmus tem tamanho
médio de 32cm, cabeca ovalada com predominéancia da coloragéo verde pelo
corpo todo, com excecdo de algumas penas vermelhas na regiao do pescoco e
nas coberteiras inferiores da asa, caracteristica da espécie. Sado muito sociaveis
e vivem em grupos grandes, superior a 30 individuos, por isso recebe o nome
popular de “Aratinga de bando”. Sua distribuicdo geografica € bem ampla,

ocorrendo em praticamente toda a América do Sul.
Pyrrhura frontalis

‘Tiriba de testa vermelha’ ou ‘cara suja’, como é popularmente conhecida, mede
cerca de 27cm, tem 0 pescoco e a regido auricular de coloracédo pardacenta,
fronte, abdomen e a face inferior da cauda séo vermelhos. Dividida em duas
subespécies Pyrrhura frontalis chiripepe e Pyrrhura frontalis frontalis, vivem em
grupos pequenos, a primeira tem distribuicdo da Bahia até a regido norte do
estado de S&o Paulo, a segunda tem distribuicdo mais meridional, ocorrendo do

Sul do Brasil até o Uruguai e Argentina
Pyrrhura perlata

A Tiriba de barriga vermelha ainda € alvo de muitos estudos taxonémicos, pois
h& 3 espécies (P. perlata, P. anerythra e P. coerulescens) que sua elevacao de
nivel taxondmico como espécie geram muitos questionamentos. Somenzari e
Silveira (2015), propuseram a manutencéo de Pyrrhura perlata como espécie e
a divisdo em 3 subespécies (Pyrrhyra perlata perlata, Pyrrhura perlata anerythra
e Pyrrhura perlata coerulescens). De acordo com a descricdo de Sick (1997),
gue reconhecia apenas como uma espécie, possuem cerca de 24cm, corpo
verde, de coberteiras inferiores das asas vermelhas; bochechas verdes, pescoco
anterior marrom-escamoso e flancos azuis. Era considerada endémica do Brasil,
mas Bates et al. (1989), conseguiram encontrar exemplares na Amazodnia

boliviana.

Diopsitaca nobilis
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Medindo 33cm, com ocorréncias que vao desde o Suriname até o sudeste do
Brasil, esta espécie possui uma variagdo de tamanho médio dos adultos que
cresce progressivamente a medida que vamos do Norte para o Sul. No Brasil
sua maior ocorréncia é no cerrado. Possui fronte azul, coberteiras inferiores das

asas escarlates, face inferior das rémiges amarelada e cara branca
Pionopsita pileata

“Periquito grego”, com apenas 21cm € um papagaio facilmente confundido com
periquitos, por isso seu nome popular. Outro nome popular € ou “Cuiu cuiu”
devido a sua vocalizagdo inconfundivel que lembra o a palavra “cuit”. Quando
adulto, sua coloracdo é praticamente inconfundivel, os machos apresentam o
corpo verde uniforme, com a cauda e a plumagem marginal da asa azulados, o
macho apresenta a fronte vermelha, enquanto a fémea possui a fronte azul. Sua

ocorréncia é do sul da Bahia até o norte da argentina
Pionus menstruus

A “Maitaca de cabeca azul’, deve esse nome popular a sua coloragao
caracteristica, possui o corpo verde, a cabeca toda azul cobalto, em algumas
populacdes o azul chega até o meio do peito, a regido auricular é preta e o bico
negro com a maxila vermelha tornam sua identificacdo muito facil. Ocorre desde

a Costa Rica até a regido centro oeste do Brasil e chega a medir 27cm
Pionus maximiliani

Maitaca verde, como € conhecida, se assemelha muito a “maitaca de cabecga
azul” (Pionus menstruus, descrito acima) em tamanho e distribuicdo geogréfica,
mas difere na questdo da coloracdo, a cabeca é verde acinzentado, o bico é
amarelo com a base cinza escuro, quase preto e parte interna das retrizes da

cauda sao vermelhas.
Amazona brasiliensis

Papagaio de cara roxa, chega a medir 36¢cm, de coloracédo predominantemente
verde, possui a regido da fronte vermelha e da regido auricular até o pescoco
uma faixa bem definida de cor que varia do azul cobalto ao roxo, possui também
as coberteiras superiores orladas de amarelo ouro. Encontrada na mata atlantica

do litoral, tinha distribuicdo do litoral norte do estado de S&o Paulo até o litoral



23

do Rio Grande do Sul, mas devido a perda de habitat, levantamentos recentes
mostram que ja foi extinta no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, sendo
encontrada apenas no litoral do Parana e sul de Sao Paulo (Seixas e Mourao,
2018; Sipinski et al. 2014)

Amazona rhodocorytha

Papagaio Chaua, chega a medir até 37cm, possui o corpo verde, fronte
vermelha, loro vermelho alaranjado, plumagem abaixo dos olhos azul celeste e
parte interna da cauda avermelhada. Endémica brasileira, ocorre nas baixadas
litoraneas do Alagoas ao Rio de Janeiro, mas vem sofrendo muito com a cacga e
a perda de habitat, levantamentos recentes estimam uma populac¢do natural com

menos de 3 mil individuos (Clements, 2014)
Amazona aestiva

O famoso “papagaio verdadeiro”, extremamente procurado para criagdo como
animal domeéstico por ter a fama de ser o melhor “falador” entre os papagaios.
Fronte e loros azuis e com um anel amarelo que circunda os olhos e, as vezes,
se estende até a regido auricular. Algumas populacdes apresentam 0 corpo
completamente verde e em outras as coberteiras médias e as rémiges primarias
apresentam uma mancha vermelha. Medem cerca de 35cm e sédo encontradas

em todo o territério nacional, Paraguai Argentina e Bolivia.
Amazona farinosa

Papagaio moleiro, considerado o maior papagaio das Américas, chega a medir
41cm. Seu nome cientifico “farinosa” deriva do curioso fato de que a plumagem
desta espécie € naturalmente coberta por um pé branco e fino, que se assemelha
muito a farinha de trigo. Possui cauda relativamente longa para o género, corpo
praticamente todo em tons de verde, com excec¢do do topo da cabeca, que
apresenta uma regiao amarelada, o gera o nome popular “moleiro”, pois seria
em uma regido equivalente a fontanela humana, conhecida popularmente como
“moleira”. Ocorréncia bem ampla, que se estende do México até o centro oeste

brasileiro e Bolivia.

Amazona vinacea
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Papagaio de peito roxo, o home popular, assim como o nome cientifico sao
devido a caracteristica da parte superior do peito ser arroxeada (em latim vinum
significa vinho), geralmente essa coloracéo roxa é mais intensa nos machos,
possui fronte, loros, mento, retrizes e a base do bico vermelhos, o resto do corpo
é verde. Com 35cm é encontrado nas matas secas interioranas, pinheirais, orla
de capbes de mata entre campos, até a década de 70 era comumente
encontrado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, Argentina e Paraguai, mas
com a perda de habitat, levantamentos recentes como o de Clements (2012), ja
apontam a extin¢do da espécie no estado do Espirito Santo e populacdes a beira

da extincdo no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.
Aratinga solstitialis

Jandaia, mede em torno de 31cm, corpo franzino e bico negro. Possui 3
subespécies com distribuicdo geografica e coloracdo bem distintas.

1. Aratinga solstitialis solstitialis, conhecida como “jandaia sol”, possui o corpo
predominantemente amarelo, com a face laranja, rémiges e cauda verde

azulado. Ocorre nas Guianas, Roraima e norte do Amazonas

2. Aratinga solstitialis jandaya, Jandaia-verdadeira, possui a cabeca e o peito
amarelo ou amarelo esverdeado, as asas e a cauda sao verdes, apenas com a
ponta da rémiges azul, tida como endémica brasileira, ocorre do sudeste do Para

e Maranhdo a Pernambuco e leste de Goias

3. Aratinga solstitialis auricapilla, Jandaia de testa vermelha, possui o corpo
totalmente verde, somente com a fronte e a parte superior do peito em tons de
vermelho e laranja. Isolada geograficamente das outras duas subespécies,
ocorre no sul da Bahia e em Minas Gerais. Autores como Forshaw & Cooper
(1989) e Collar et al. (1992) defendem que esta subespécie seja elevada ao nivel
taxondmico de espécie, mas, por engquanto, continuam sendo subespécie de

Aratinga solstitialis
Eupsittula aurea

Periquito rei, mede 27 cm e é um dos psitacideos mais conhecidos no Brasil,
pois além de ser extremamente abundante em territério nacional, também é um

dos psitacideos mais criados em cativeiros e comercializados. Tem o corpo todo
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em tons de verde e apenas a fronte em amarelo ouro, que lembra uma coroa,
por isso seu nome popular. E encontrada em praticamente todo territorio

brasileiro, Bolivia, Paraguai e Argentina.

Primolius maracana

7

Ararinha ou Arara Maracana, € uma arara de pequeno porte, 43cm, com
coloragao predominantemente verde, com a parte inferior do abdémen e das
costas vermelha e bico preto, possui duas caracteristicas bem distintas que
tornam muito facil sua identificacdo, possui um pequeno penacho vermelho na
fronte e a regido do “rosto” € desprovida de penas, geralmente branca ou
levemente amarelada. Ocorre nas regibes norte, nordeste, centro oeste e

sudeste do Brasil, assim como na Argentina e no Paraguai
Eos bornea

Loris vermelho, é um papagaio endémico da ilha de Bornéu, que tem seu
territorio dividido entre Indonésia, Brunei e Malasia. Mesmo medindo em torno
de 30cm, possui porte franzino e chama muita atencdo pela sua cor,
praticamente todo vermelho, inclusive o bico, tem apenas algumas poucas

rémiges azul escuro, quase preto.
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Resumo

A filogenia dos psitacideos ainda é algo de muita divergéncia entre os
taxonomistas. Embora sejam muito diversificados morfologicamente,
principalmente em suas cores, 0s psitacideos constituem um grupo muito
homogéneo, gerando muitas contradicfes e controvérsias em sua classificacao.
Este trabalho buscou utilizar duas fontes de dados para um estudo filogenético,
sendo elas: comportamento de auto limpeza e a analise de DNA mitocondrial.
Para o estudo, foram selecionadas 17 espécies (Amazona aestiva, Amazona
brasiliensis, Amazona farinosa, Amazona rhodocorytha, Amazona vinacea,
Aratinga solstitialis, Diopsitaca nobilis, Eos bornea, Eupsittula aurea, Guaruba
guarouba, Pionopsita pileata, Pionus maximiliani, Pionus menstruus, Primolius
maracand, Psittacara leucophthalmus, Pyrrhura frontalis e Pyrrhura perlata). O
estudo do comportamento de auto limpeza se deu através de observacfes e
registros videograficos no Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de Barros, em
Sorocaba — SP. A andlise de DNA mitocondrial foi feita através de dados obtidos
no “GenBank”. Resultados da analise comportamental apontam congruéncia
entre a filogenia obtida e outros estudos filogenéticos moleculares e
morfologicos, evidenciando que analises filogenéticas através do
comportamento podem ser uma fonte de dados viavel. Enquanto a filogenia
resultante da analise de maxima verossimilhanca das sequéncias de DNA
mitocondrial 12S e 16S apontam que com dados obtidos no GenBank podemos
realizar uma reconstrugdo filogenética com resultados satisfatorios,
evidenciando a importancia desta fonte de dados de livre acesso e a
necessidade de continuar fomentando a base de dados para o auxilio de
pesquisas futuras.
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Palavras chave: Auto Limpeza, DNA Mitocondrial, Comportamento,

Psittaciformes, Relagfes Filogenéticas.
Abstract

The phylogeny of parrots is still a matter of great divergence among taxonomists.
The examples are very diversified, mainly in their nuclei, the psitacideos
constitute a very homogeneous group, generating many contradictions and
controversies in its classification. This work sought to use two data sources for a
phylogenetic study, being: self cleaning behavior and mitochondrial DNA
analysis. For the study, we selected 17 species (Amazona aestiva, Amazona
rhodocorytha, Amazona vinacea, Aratinga solstitialis, Diopsitaca nobilis, Eos
bornea, Eupitiula aurea, Guaruba guarouba, Pionopsita pileata, Pionus
maximiliani, Pionus menstruus, Primolius maracana, Psittacara leucophthalmus,
Pyrrhura frontalis and Pyrrhura perlata). The study of the Self Cleaning Behavior
was done through OBSERVATIONS and Videographic Records at the Municipal
Zoological Park Quinzinho de Barros, in Sorocaba - SP, Analysis of mitochondrial
DNA was made through Data obtained in the "GenBank". Results of the
behavioral analysis point out congruence between phylogeny and other
phylogenetic and molecular studies, evidencing phylogenetic analyzes through
behavior can be a viable data source. While the phylogeny resulting from the
maximum likelihood analysis of the 12S and 16S mitochondrial DNA sequences
indicates that with data obtained there we can perform a phylogenetic
reconstruction with satisfactory results, evidencing the importance of this source
of free access data and the need to continue fomenting a base of data to assist
future research

Key Words: Behavior, Mitochondrial DNA, Grooming, Psittaciformes,

Phylogenetic Relationships.
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2.1. Introducéao

A auto limpeza possui a caracteristica de ser uma série de movimentos
altamente estereotipados, um comportamento muito frequente nos vertebrados
terrestres, mas sua funcéo ainda ndo é totalmente clara para a ciéncia (Spruijt et
al., 1992). De maneira geral, acredita-se que suas principais funcdes estéo
ligadas a manutencdo da plumagem ou pelagem, remocdo de parasitas e
controle da temperatura (Ferkin et al., 1996, Malange et al 2013).

Ferkin et al (2001) realizaram um estudo sobre a auto limpeza em
roedores (Microtus pennsylvanicus) e seus resultados apontam que este
comportamento € uma forma de interagcdo e comunicacéo social e, no caso dos
machos, também esta vinculado a atracdo de fémeas e afastar outros machos
competidores, pois os machos da espécie também utilizam o momento da auto

limpeza para dispersar feroménios na pelagem.

Frentress (1973), afim de corroborar com a teoria da herdabilidade do
comportamento de auto limpeza, fez um onde as patas dianteiras de
camundongos recém nascidos foram amputadas, apés isso ele observou que 0s
animais apresentavam o padréo estereotipado de auto limpeza facial como se
ainda possuem as patas, 0s movimentos da cabeca, palpebras e lingua se

mantiveram como se o0 animal néo tivesse sido amputado.

Entre os gatos, a autolimpeza facial foi observada em animais com poucas
horas ap6s o nascimento, ainda com os olhos fechados, ou seja, isolados
visualmente (Alberts, 1996). A autolimpeza apresenta padrdes bastante fixos,
isso a torna uma boa fonte de caracteres filogenéticos, pois € a rea¢édo do animal
aos estimulos enddgenos e exdgenos, e se enquadra dentro da definicdo de
estrutura fixa de base genética necesséria para ser entendida como caractere

filogenético.

O genoma mitocondrial (DNAmt) animal € uma molécula circular que
contém os genes para dois RNAs ribossomais (rRNA), 22 RNAs transportadores
(tRNA) e 13 proteinas; além da Regido Controladora. introns parecem estar
ausentes e ha pequenos espacos intergénicos. Em alguns casos 0s genes se
sobrepdem e ocorre a redugdo do comprimento dos codons de parada em uma

ou duas bases (Houde et al., 1997).
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Os estudos com DNAmt iniciaram-se com o desenvolvimento das técnicas
do DNA recombinante. Isso se deve a facilidade de sua manipulagdo e
purificacdo em laboratério, sua capacidade de gerar varias coépias, por ter
principalmente heranca materna, haver raros eventos de recombinacéo e evoluir
mais rapido que o genoma nuclear (Nei & Kumar, 2000). Esses estudos tém se
mostrado de grande utilidade para resolver os problemas existentes na
sistematica tradicional de géneros de varias espécies, como no caso de aves do
género Amazona (Seixas & Mourao, 2018).

As sequéncias de DNA que codificam para os RNAs ribossomais 12S e
16S s&o muito utilizadas em trabalhos filogenéticos. O gene rDNA 12S é
consideravelmente menor que o do 16S. Essas regides nao codificam para
proteinas, apresentam propriedades semelhantes e sdo conservadas em sua

estrutura secundaria (Desjardins e Morais, 1990; Houde et al., 1997).

O gene rDNA mitocondrial 12S pode ser subdividido em quatro dominios
principais, cada qual possui fitas duplas (regibes formadas por trechos de
sequéncia que se complementam) e alcas. Acredita-se que nas porc¢des que
formam fitas duplas existe certa pressao de conservacdo na sequéncia para
manter a estrutura do ribossomo; enquanto as regifes que formam algcas néo
devem sofrer tal pressdo, podendo apresentar substituicbes com maior
frequéncia sem alterar a estrutura secundaria da molécula. Porém, existem
regides de alca que sdo bem conservadas entre diferentes organismos, assim
como regides de fita consideradas entre as mais variaveis do gene (Houde et al
1997). O gene rDNA 16S apresenta propriedades semelhantes (Desjardins e
Morais, 1989).

2.2. Objetivos

Fornecer dados que possam contribuir para estudos filogenéticos de
psitacideos, baseando no comportamento de auto limpeza e em sequencias de

genes mitocondriais.

Corroborar 0 uso do comportamento como carater de analises

filogenéticas de psitacideos.

Verificar através de duas técnicas distintas a atual filogenia de psitacideos.
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2.3. Metodologia

Para a andlise comportamental dos animais estudados, foram
empregadas 3 metodologias de registro comportamental, sendo eles: Ad libitum,
animal focal e o registro em video. Seguindo as recomendacdes de Murphy &

Campbell (1987), evitando qualquer interferéncia no ambiente experimental.

Para o estudo de comportamento de auto limpeza, foram observadas 17
espécies, sendo elas: Amazona aestiva, Amazona brasiliensis, Amazona
farinosa, Amazona rhodocorytha, Amazona vinacea, Aratinga solstitialis,
Diopsitaca nobilis, Eos bornea, Eupsittula aurea, Guaruba guarouba, Pionopsita
pileata, Pionus maximiliani, Pionus menstruus, Primolius maracana, Psittacara
leucophthalmus, Pyrrhura frontalis e Pyrrhura perlata. Estas espécies foram
escolhidas devido a suas disposi¢cOes dentro da filogenia mais consensual do
grupo, afim de conter espécies dentro da mesma familia e espécies mais
distantes, afim de contemplar posicoes filogeneticamente proximas e distantes,
também prezando as melhores condi¢cdes de iluminacdo e observacdo, para

otimizar a qualidade das filmagens para analise.

Foram registradas um total de 20 filmagens para cada espécie,
obedecendo atentamente a todos os critérios de observacédo animal e também
as restricbes da Comisséo de Etica no Uso de Animais. Ndo houve qualquer

forma manipulacdo de nenhum dos individuos registrados.

Foi realizado o estudo piloto do comportamento de auto limpeza, foram
feitas observacbes empregando o método Ad libitum, que consiste em um
registro escrito das caracteristicas comportamentais julgadas importantes para
a pesquisa. Tal método foi utilizado a fim de definir quais comportamentos serao

utilizados nas observacdes posteriores.

Depois de um estudo piloto, foram registradas as sessbes de auto
limpeza, onde foram empregados os métodos Animal Focal, que consiste na
observacéao focada em apenas um animal, e o registro em video do individuo em
foco, para uma andlise posterior e mais precisa do comportamento do animal

dentre as categorias previamente estabelecidas
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Para o registro em video, foram utilizadas seis cameras, sendo elas: uma
camera de acdo SJCAM 5000+ de 16 megapixels de resolucdo, uma camera de
celular Lenovo VIBE K5 de 13 megapixels de resolucéo, duas cameras de celular
LG optimus L5 de 5 megapixels, uma camera Sony Cybershot de 13 megapixels
e uma camera de celular Nokia Lumia 630 de 8 megapixels, todas a uma
distancia de 2,5 a 5 metros de distancia do individuo registrado e fixadas com o

auxilio de tripés apropriados.

Para o registro em video, todas as cameras citadas acima foram
posicionadas de forma a enquadrar o local de descanso (poleiro) e foram
deixadas registrando continuamente a uma distancia que néo atrapalhe a rotina
do animal. As filmagens foram feitas sob luz usual do local, ou seja, ndo houve
adicdo ou remocéao de luz no local de alimentacgéo, a fim de preservar ao maximo
a naturalidade do local. As observagdes em loco, foram registradas de uma
distancia maior, para assegurar que a presenca do observador nao fosse notada

pelos animais.

Os registros videograficos foram realizados no Parque Zoolégico
Municipal Quinzinho de Barros, localizado na cidade se Sorocaba, estado de Sao
Paulo, no periodo da manha, antes da abertura do zooldgico para a visitacao e
nas segundas feiras (dia em que o parque zoologico ndo abre para visitacoes)
as filmagens foram realizadas sempre no periodo da tarde, a afim de confirmar

gue nao ha diferenca no comportamento de auto limpeza em funcdo do horario.

Para a analise dos videos, as filmagens foram transferidas para o
computador, onde foi possivel observar em velocidade reduzida e com

ampliacdo da imagem as secdes de autolimpeza.

Para o estudo filogenético por comportamento de autolimpeza foram
estabelecidas as categorias comportamentais obtidas baseadas nas pesquisas
de Quadros (2002) e Prates (2006), que sequenciaram o comportamento de auto

limpeza de falconiformes e psitacideos, respectivamente.

As sequéncias de auto limpeza que algum outro individuo, dentro do
viveiro, interferiu, foram descartadas, pois a interferéncia de outro individuo pode

provocar a alteracdo da sequéncia comportamental natural da espécie.
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As analises dos videos foram feitas através dos softwares de andlise e
sequenciamento comportamental EthoLog(Ottoni, 2000) e EthoSeq (JAPYASSU
et al., 2006), ambos os softwares sao de livre distribui¢cdo. As filmagens foram
transcritas com o uso do programa EthoLog, que permitiu registrar com exatidao
0s comportamentos e sua duracao, gerando assim um arquivo de texto do tipo
“.rep”, o qual foi convertido em arquivo tipo “.mdf’ para que pudesse ser inserido

no programa EthoSeq.

A partir do “.mdf’ arquivo foi possivel a analise pelo programa EthoSeq.
Este programa analisou as matrizes de transicdo de primeira ordem e as
converteu em matrizes de probabilidade condicional, o0 que permitiu a geracéo
de “arvores orientadas”, que sao diagramas que permitem a observagao dos
eventos comportamentais, suas sequencias e suas probabilidades. Em seguida,
estas matrizes foram transformadas em arquivos tipo “.xIs” para que pudessem
ser exportadas programa Microsoft Office Excel e transformada em matriz binaria
de 0 e 1, onde qualquer valor acima de 0, foi considerado 1. O programa
Winclada versdo 0.9.9+Beta (Nixon 1999) a partir desta matriz e pelo método
cladistico de maxima parcimbnia (Henning 1966) gerou a arvore mais

parcimoniosa.

Para a analise molecular, foram utilizados os marcadores 16S e 12S do
DNA mitocondrial, importado diretamente do GenBank (NCBI, 2009). N&o eram
todas as espécies possuiam as sequéncias de nucleotideos 16S e 12S
disponiveis, portanto a analise molecular se conteve apenas as disponiveis,
gue sao: Amazona brasiliensis, Amazona farinosa, Amazona rhodocorytha,
Amazona vinacea, Aratinga solstitiali auricapila, Diopsitaca nobilis, Eupsittula
aurea, Guaruba guarouba, Pionopsita pileata, Pionus maximiliani, Pionus
menstruus, Primolius maracana e Psittacara leucophthalmus, para o marcador
12S, e as mesmas espécies para o marcador 16s, com excessao da espécie
Psittacara leucophthalmus, pois 0 mesmo néo estava disponivel.

O programa de andlise utilizado para a reconstrucdo das arvores
filogenéticas usando os métodos de maxima parcimdnia, foi o software MEGA-

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (versao 10; Kumar et al 2018).

Para a analise de evidencia total, foi fundido os dados comportamentais
com os dados moleculares da sequéncia 12S, utilizando o programa POY 4.1.2
(Varon et al., 2010)
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2.4. Resultados e discusséao

Como principal resultado das observacbes comportamentais, obteve-se
uma matriz com cerca de 1000 eventos comportamentais para cada espécie
observada, através da qual pode-se reconstruir uma arvore filogenética (figura
1).

Na arvore filogenética obtida através de dados comportamentais (figura
1), podemos ver grande congruéncia com outras arvores filogenéticas proposta
para o grupo. Esta filogenia reforca o monofiletismo da tribo Arini (sub familia de
Psitacideos), pois a espécie Eos bornea (pertencente a familia Psittacidae, mas
sub familia Loriinae) aparece como uma espécie externa as demais. Também &
possivel identificar dois grandes grupos monofiléticos entre si dentro da tribo
Arini, um grupo contendo o género Amazona, Pionus e Pionopsita e outro grupo
contendo os géneros Aratinga, Diopsitaca, Eupsittula, Guaruba, Primolius e
Psittacara, estes 2 grupos ficam melhor evidenciados quando visualizados em
uma arvore filogenética com maior numero de espécies (figura 2). Estas
filogenias ja sdo bem documentas por diversos estudos como Ribas et al. (2005),
Tavares et al. (2006), Smith (1975), Miyaki et al. (1998), Sick (1997), Wright
(2008), entre outros.

Na figura 3, podemos ver a congruéncia da reconstrucao obtida quando
comparada com outra reconstrucao, esta ja consagrada e de grande aceitacao

dentro do meio cientifico.

Uma ressalva deve ser feita sobre esta reconstrucao filogenética baseada
no comportamento de auto limpeza, as espécies Amazona brasiliensis e
Pionopsita pileata estdo apresentando monofiletismo entre elas, teoria esta que

nao possui nenhum suporte.

Na analise realizada através do uso da sequéncia molecular 12S (figuras
3 e4)edo16S (figuras 5 e 6) é possivel notar grande semelhanca com filogenias
atualmente publicadas utilizando marcadores moleculares distindos, como por
exemplo Wright (2008), porém, como foram encontradas apenas 13 espécies
para a sequéncia 12S e 12 espécies para a sequéncia 16S, nao foi possivel fazer

uma analise comparativa contemplando todas as espécies.
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Com base na analise de evidencia total, unindo os dados moleculares 12S
e 16S com os dados obtidos da andlise comportamental, pode se comprovar a
monofilia do grupo contendo o género Amazona, Pionus e Pionopsita.

2.5. Consideracgdes finais

Com base nos dados comportamentais obtidos nesta pesquisa e em
dados ja obtidos por Prates (2006) e Quadros (2002 e 2008), podemos inferir
gue o uso do comportamento de auto limpeza como caracter para reconstrucao
de filogenia de aves é uma fonte viavel de informacdes, mas ainda sé&o

necessarios mais estudos na area para consolidar o uso do comportamento.

Bases de dados moleculares como o GenBank sao inegavelmente
benéficos, pois possibilitam analises que, em condi¢des normais, grande parte
dos pesquisadores ndo teriam acesso, seja por inviabilidade na obtencdo do
material biologico, por falta de recursos para analise ou por qualquer outro
motivo, mais € preciso fomentar cada vez mais estes bancos de dados, para que
futuras pesquisas sejam mais abrangentes em numero de espécies e/ou de

dados analisados e se tornem, cada vez mais, mais eficientes.
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2.7. Legendas

Figura 1: Reconstrucdo da filogenia das espécies alvo do estudo
utilizando o comportamento de auto limpeza. Cladograma gerado a partir do
software Winclada.

Figura 2: Cladograma de relagdes entre representantes de 69 géneros de
papagaios e 8 taxa de grupos com base em um consenso estrito de 4 arvores
obtido a partir da andlise de parcimbnia combinada (PC) de particbes
sequenciais (COI + ND2, TROP, TGFB2 e RDPSN) com lacunas codificadas.
Valores de suporte de bootstrap PC para cada n6é sdo mostrados acima das
ramificagbes com valores de 100% indicados por asteriscos; Os valores do indice
de decaimento de Bremer sdo mostrados abaixo. As classificagbes de Rowley
(1997) e Collar (1997) sao indicadas por barras a direita: 1) familia Cacatuidae,
II) subfamilia Loriinae e, dentro da subfamilia Psittacinae, as tribos a) Strigopini,
b) Nestorini, c) Psittrichadini d) Psittacini €) Arini, f) Psittaculini, g) Micropsittini,
h) Platycercini e i) Cyclopsittacini. Imagem retirada de Wright et al. (2008)

Figura 3: Comparacao da reconstrucao filogenética obtida com base no
comportamento de autolimpeza com uma reconstrucao obtida através da analise
morfologica da cauda, retirada de Tavares E.S;, Baker A.J.; Pereira S.L. & Miyaki
C.Y. 2006. Phylogenetic relationships and historical biogeography of Neotropical
parrots (Psittaciformes: Psittacidae: Arini) inferred from mitochondrial and

nuclear DNA sequences. Systematic Biology 55: 454—-470.

Figura 4: Reconstrucdo da filogenia das espécies alvo do estudo com
sequenciamento 12S disponiveis no banco de dados GenBank, com grupo

externo.

Figura 5: Reconstrucdo da filogenia das espécies alvo do estudo com
sequenciamento 12S disponiveis no banco de dados GenBank, sem grupo

externo.

Figura 6: Reconstrucdo da filogenia das espécies alvo do estudo com
sequenciamento 16S disponiveis no banco de dados GenBank, com grupo

externo.
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Figura 7: Reconstrucdo da filogenia das espécies alvo do estudo com

sequenciamento 16S disponiveis no banco de dados GenBank, sem grupo
externo.

Tabela 1: Relagcédo espécie x numero de individuos presentes no viveiro

do Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros das 18 espécies analisadas.

Tabela 2: Descricdo do comportamento utilizado para sequenciamento do

comportamento de auto limpeza com a sigla utilizada no programa EthoLog.

2.8. Anexos

Fos bomea

Aratinga solstitialis
Psittacara leucophthalmus
-Diopsitaca nobilis
Guaruba guarouba
Pyrrhura frontalis
Pyrrhura periata

Primolius maracana
Eupsittula aurea

Amazona aestiva
Amazona farinosa
Amazona vinacea
Amazona rhodocorytha
Amazona brasiliensis
Pionopsita pileata
Pionus maximiliani
Pionus menstruus

Figura 1
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P Ara Eos bornea
B Aratinga solstitialis
D hopsiiaos Psittacara leucophthaimus
O Cyanopsitta
O Nandayus Guaruba guarouba
O Aratinga solstitialis Diopsitaca nobilis
q ” n““%m Muopphiainx Pyrrhura frontalis
inga aurea
mh 1l
oo Guarouba Pyt periala
O Diopsittaca Primolius maracana
O Anodorhynchus Eupsittula aurea
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o c .Amazona aestiva
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Figura 3
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43

47
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Guaruba guarouba

Diopsittaca nol

Aratinga auricap

Eupsittula aurea

52

Psittacara leucophthalmus

53

928

0.03

61

Pionopsitta pileata

Pionus menstruus

— Pionus maximiliani

34
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39

Amazona rhodocorytha

Amazona brasiliensis

Amazona vinacea

Figura 5
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Guaruba guarouba

Diopsittaca nobilis

Eupsittula aurea

Aratinga auricapilla

60 —— Primolius maracana

100
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Pionus menstruus

94
Pionus maximiliani
85

Amazona brasiliensis

73

Amazona vinacea
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Amazona farinosa
60
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Figura 7
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Nome da espécie

NUmero de individuos

observados

Amazona aestiva

Amazona brasiliensis

Amazona farinosa

Amazona rhodocorytha

Amazona vinacea

Aratinga solstitialis

Diopsitaca nobilis

Eos bornea

Eupsittula aurea

Guaruba guarouba

Pionopsita pileata

Pionus maximiliani

Pionus menstruus

Primolius maracana

Psittacara leucophthalmus

Pyrrhura frontalis

Pyrrhura perlata

| o1 O O1f O O N| O N N | W] W N Wl & O

Tabela 2

comportamento

programa EtholLog

Sigla do

utilizado no

Descricdo do comportamento
sequenciamento do
limpeza

utilizado para
comportamento de auto

OBS

Observar: Em repouso ou interrompendo um
movimento a ave observa (por pelo menos 1s), sem
iniciar nenhum surto de auto limpeza; a ave pode ou
nao estar apoiada em apenas uma das patas a outra
pata fica recolhida entre as coberteiras do abdémen

com os digitos abduzidos; pesco¢co em posigcado
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normal, nem encolhido e nem distendido, e as asas

nao elevadas

CBA

Cocar bico e ou cabeca com uma das patas:
A ave inclina o corpo para frente, a cabeca voltada
para o lado e com uma das patas esticadas para
cima, coca a regido dorsal da cabeca, regido
perioftdlmica, bico, pescoco ou peito com os dois
dedos anteriores, se realiza 0 movimento com a
pata esquerda, coca o lado esquerdo do dessas
regioes, se realiza 0 movimento com a pata direita,

coca o lado direito dessas regides

ACM

Arrumar as coberteiras do manto com o bico:
A ave gira a cabeca pelo lado até o dorso, protrai o
esterno e penteia as coberteiras com o0 bico
puxando para cima, da base ao apice, mastigando-

as

ACG

Arrumar as coberteiras da garganta: A ave
curva a cabeca sobre a garganta, acima da linha dos
encontros. Protrai o esterno de forma a obter uma
maior curvatura com o pescoco, penteia com o bico
as coberteiras, da base ao apice, repetidamente,
por toda a regido da garganta, repetindo o

movimento de mastigar na base das coberteiras

ACP

Arrumar coberteiras do peito: Curvando a
cabeca sobre o peito e penteia as coberteiras com
0 bico, puxando-as para cima da base ao apice,
repetidamente, por toda a regidao do peito, repetindo

0 movimento de mastigar na base das coberteiras

ACA

Arrumar as coberteiras do abdome: A ave

curva a cabeca até o abdémen, contraindo o esterno
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e subindo 0s encontros, puxa para cima as
coberteiras, da base ao apice, repetindo o
movimento de mastigar na base das coberteiras, a
ave pode ou ndo estar apoiada em apenas uma das
patas e a outra pata fica recolhida entre as

coberteiras do abdémen, com os digitos abduzidos.

AUR

Arrumar coberteiras do uropigio, crisso e
retrizes: A ave gira 0 pescoco em direcao ao dorso,
ao mesmo tempo em que abduz ligeiramente a asa
e abre as retrizes. Se 0 pescoco gira para o lado
esquerdo, o flanco direito fica elevado em relacéo
ao esquerdo. Desenvolve-se um comportamento de
mastigar as coberteiras do uropigio e/ou crisso e/ou
de pentear as retrizes. A ave sacode horizontal e
rapidamente as retrizes, que podem estar em

sentido horizontal ou vertical

ACE

Arrumar coberteiras do encontro: Torcendo o
pescoco em diregdo ao encontro. Inclinando
ligeiramente o corpo, a ave abduz sutiimente a asa,
enguanto, com o0 bico, inicia 0 comportamento de

mastigar, nas penas sob o encontro

LIT

Limpeza do tarso: A limpeza desta regido
pode dar-se com uma das patas erguidas ou
mantendo-as afastadas no poleiro. A ave inclina
ligeiramente o corpo para frente, dobrando o
pescoco para baixo e torcendo-o em dire¢cdo ao
tarso. No calcdo a ave desfere movimentos de abrir
e fechar o bico, penteando as pernas que cobrem o
calcdo, da base ao 4pice. Nos dedos a ave realiza 0

movimento de “mordiscar’ com a ponta do bico
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AST

Arrumar as penas das asas pela parte de tras
do corpo: A ave torce o pescoco para algum dos
lados, a0 mesmo tempo em que movimenta a
cabeca em direcdo ao uropigio, ultrapassando a
linha vertical do encontro. Enquanto desfere este
movimento, estica ou afasta do flanco a asa
direita/esquerda. Entdo, protraindo o esterno —
deixando o flanco oposto ao da asa a ser limpa
ligeiramente inclinado em relacao a postura OBS- a
ave alcanca as penas da asa da porgéo superior da
asa com o bico. Com o bico penteia as penas da
base ao apice repetidamente

ASF

Arrumar as penas das asas pela parte da
frente do corpo: A ave torce 0 pescoco para a
direita/esquerda, levando a cabeca na regido
inferior da asa. Enquanto desfere este movimento,
estica ou afasta do flanco a asa direita/esquerda.
Entdo, protraindo o esterno (deixando o flanco
oposto ao da asa a ser limpa, ligeiramente inclinado
a postura OBS) a ave alcanca as penas da asa da
porcao inferior da asa com o bico. Com o bico

penteia as penas da base ao apice, repetidamente

SAC

Sacudir o corpo: A ave inicia um movimento
giratério lateralmente para direita e esquerda. O
encontro, do lado que se inicia o movimento, fica
ligeiramente abaixo do nivel do encontro oposto. O
movimento, entdo, é desferido inversamente, sem
interrupcdo, para o lado oposto, continua e
velozmente. A cabeca e 0 pesco¢co acompanham o

movimento giratorio do restante do corpo.
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CBO

Cocar o bico em um objeto: A ave esfrega o
bico em um objeto. Posiciona a cabeca sobre o
objeto de forma que, ao movimentar o seu bico para
frente e para baixo, toda a extenséo longitudinal do
bico, raspe na superficie do objeto. Nesta categoria
inclui-se também molhar o bico na agua,

submergindo apenas o bico.

SCL

Sacudir cabeca lateralmente: Com um
movimento lateral da cabeca para direita/esquerda,
a ave sacode horizontalmente, sem alterar a postura

do corpo.

ECM

Esfregar cabeca e/ou mento no manto e/ou
asa: A ave esfrega a cabe¢a ou o mento nas
coberteiras terciarias anteriores de uma asa ou no
manto. Esfregar consiste em torcer o pescoco e
levar a cabeca em direcéo as coberteiras terciarias
da asa ou no manto. E em seguida esfrega a cabeca
ou 0 mento nas coberteiras, em um movimento de
“vai e vem” em sentido antero posterior, a ave torce
0 pescoco para a direita e para a esquerda, levando
a cabeca em direcdo ao dorso, de forma que o
pescoco curva-se totalmente para tras, deixando o

loro e a regido malar em contato com o dorso

NAL

N&o Autolimpeza: Categoria composta de
outros comportamentos que ndo os de autolimpeza,
como por exemplo bocejar, dormir com a cabeca
voltada para o dorso; esticar a asa (s) (asas) e

erguer as asas.

END

Fim do surto: Categoria utilizada para o

processamento das sequéncias
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(Para maiores detalhes consultar Prates 2006).
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4. Anexos

Diretrizes da Revista Brasileira de Zoologia

MANUSCRITOS

Devem ser acompanhados por carta de concessdo de direitos autorais e
anuéncia, modelo disponivel no site da SBZ (Sociedade Brasileira de Zoologia),
assinada por todos os autores. Os artigos devem ser enviados em trés vias
impressas e em midia digital, disquete ou CD, em um unico arquivo no formato
PDF, incluindo as figuras e tabelas. O texto devera ser digitado em espaco duplo,
com margens esquerda e direita de 3 cm, alinhado a esquerda e suas paginas
devidamente numeradas. A pagina de rosto deve conter: 1) titulo do artigo,
mencionando o (s) nome (s) da (s) categoria (s) superior (es) a qual o (s) animal

(ais) pertence (m);

2) nome (s) do (s) autor (es) com endereco (s) completo (s), exclusivo para
recebimento de correspondéncias, e com respectivos algarismos arabicos para

remissoes;

3) resumo em inglés, incluindo o titulo do artigo se o mesmo for em outro idioma

4) palavras-chave em inglés, no maximo cinco, em ordem alfabética e diferentes

daquelas utilizadas no titulo;

5) resumo e palavras-chave na mesma lingua do artigo, ou em portugués se o
artigo for em inglés, e equivalentes as do resumo em inglés. O conjunto de
informacdes dos itens 1 a 5 ndo deve exceder a 3500 caracteres considerando-

Se espacos.
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Os nomes de género (s) e espécie (s) sdo os Unicos do texto em italico. A
primeira citagdo de um taxon no texto, deve vir acompanhada do nome cientifico

por extenso, com autor e data, e familia.

CitacOes bibliograficas devem ser feitas em caixa alta reduzida (Versalete) e da
seguinte forma: Smith (1990), Smith (1990: 128), Lent & Jurberg (1965),
Guimarées et al. (1983), artigos de um mesmo autor ou sequéncias de citacbes

devem ser arrolados em ordem cronolégica.

ILUSTRACOES E TABELAS

Fotografias, desenhos, graficos e mapas serdo denominados figuras. Desenhos
e mapas devem ser feitos a traco de nanquim ou similar. Fotografias devem ser
nitidas e contrastadas e nao misturadas com desenhos. A relacdo de tamanho
da figura, quando necessaria, deve ser apresentada em escala vertical ou

horizontal.

As figuras devem estar numeradas com algarismos arabicos, no canto inferior
direito e chamadas no texto em ordem crescente, devidamente identificadas no
verso, obedecendo a proporcionalidade do espelho (17,0 por 21,0 cm) ou da

coluna (8,3 por 21,0 cm) com reserva para a legenda.

Legendas de figuras devem ser digitadas logo apds a ultima referéncia
bibliografica da secdo Referéncias Bibliograficas, sendo para cada conjunto um

paragrafo distinto.
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Gréficos gerados por programas de computador, devem ser inseridos como
figura no final do texto, apds as tabelas, ou enviados em arquivo em separado.
Na composi¢do dos graficos usar fonte Arial. Nao utilizar caixas de texto.

Figuras em formato digital devem ser enviadas em arquivos separados, no
formato TIF com compactacdo LZW. No momento da digitalizacdo utilizar as
seguintes definicdes minimas de resolucdo: 300 ppp para fotos coloridas ou em
tons de cinza; 600 ppp para desenhos a traco. Nao enviar desenhos e fotos

originais quando da submissao do manuscrito.

Tabelas devem ser geradas a partir dos recursos de tabela do editor de texto
utilizado, numeradas com algarismos romanos e inseridas apos a ultima legenda

de figura. O cabecalho de cada tabela deve constar junto a respectiva tabela.
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