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Resumo

No presente estudo apresento uma hipédtese filogenética detalhada em nivel da familia para a
maior ordem de aves viventes (Aves: Passeriformes), utilizando 86% dos géneros existentes e
a primeira inferéncia baseada no relogio bayesiano relaxado, com multiplos pontos de
calibracdo fosseis. Meu grande tamanho amostral permitiu a recuperacdo dos grandes grupos
passeriformes bem como sua posicdo na arvore. Acanthisittia parece ter divergido de todos os
outros passeriformes no Paledgeno inferior, consideravelmente mais recente em relagdo a
estudos anteriores, e como consequéncia, indica que a ordem sofreu uma radiacdo adaptativa
ainda mais intensa durante o Paledgeno. A partir dos tempos de divergéncia calculados,
proponho uma hipotese biogeografica alternativa para a diversificagdo de Suboscines, em que a
primeira divisdo do grupo nas linhagens do Novo e Velho Mundos estaria relacionada com o
rompimento vicariante da conexdo biética América do Sul-Africa durante o Eoceno inferior,
implicando em uma origem Africana para Eurylaimides modernos. Notaveis resultados
topologicos desta analise foram o monofiletismo de grupos tido como problematicos desde a
sua circunscricao, como Sylvioidea e Muscicapoidea. Proponho também possiveis interacdes
ecologicas que podem ter moldado os padrdes distintos de endemismo de Oscines no Novo
Mundo. Os Oscines insetivoros endémicos as Américas Vireonidae (Corvoidea), Mimidae e
Troglodytidae (Muscicapoidea) provavelmente representaram uma competicdo direta com os
Suboscines autdctones, e com a chegada dessas linhagens durante Mioceno, antes de quaisquer
outros Oscines, pode ter preenchido os poucos nichos disponiveis deixados por Tyrannides,
restringindo a diversificacdo das chegadas posteriores de outros Oscines. Os membros
predominantemente frugivoros-nectarivoros de Passeroidea, com a maior diversidade de
Novos Oscines endémicas Mundo, pode ter sido totalmente excluida dessa concorréncia com os
Tyrannides. Pelo contrario, a grande disponibilidade de nichos de frugivoria aliados a escassa
concorréncia com a fauna passeriforme autdctone pode ter sido crucial para Passeroidea

prosperarem no Novo Mundo.



Abstract

The present study I present a detailed phylogenetic hypothesis at family-level for the largest
avian order (Aves: Passeriformes), with 86% of extant living genera, and the first multi-
calibrated, relaxed clock inference for diversification of modern passerines. My vast taxon
sampling allowed the recuperation of many challenging clades and their position in the tree.
Acanthisittia appears to have diverged from all other passerines at the Early Paleogene,
considerably later than previously suggested, and as consequence, the Passeriformes seem to
be younger altogether, representing an even more radically intense adaptive radiation. From
my time scale, a novel biogeographic hypothesis for diversification of modern Suboscines is
proposed, in which the first split separating New and Old World lineages would be related to
the vicariant severing of the Africa-South America biotic connection during Mid-Late Eocene,
implicating in an African origin for modern Eurylaimides. Notable topological results from this
analysis were the monophyletic status of groups not recovered since their circumscription,
such as Sylvioidea and Muscicapoidea. I also propose possible ecological interactions that may
have shaped the distinct patterns of Oscines in the New World. The insectivorous endemic
Oscines in the Americas, Vireonidae (Corvoidea), Mimidae and Troglodytidae (Muscicapoidea)
probably imposed direct competition with the autochthonous Suboscines, and the arrival of
these lineages during Early Miocene before any other Oscines may have filled the few available
niches left by Tyrannides, thus constraining the diversification for insectivorous Oscines later
arrived in the Americas. The predominantly frugivorous-nectarivorous members of
Passeroidea, with the major diversity of New World endemic Oscines, may have been entirely
excluded from such competition with the Tyrannides. Rather, the vast availability of frugivory
niches allied to scarce competition with the autochthonous passerine fauna may have been

crucial to Passeroids to thrive in the New World.
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Introducao




"... Sabemos pouco sobre as inter-relagcdes das mais de 60 familias da subordem
Oscines (aves canoras), um conjunto composto por quase metade de todas as espécies de
aves. A situagdo (..) é ainda mais grave, pois afeta a contribuigcdo ornitolégica para a
histéria da fauna em escala global. Tal contribui¢do s6 pode ser alcangcada quando
houver uma organizagcdo destas familias em uma drvore filogenética. Com poucas
excegoes, as relacées de grupos que ocupam regides marcadamente separadas sé6 podem
ser cogitadas atualmente. " (Beecher, 1953)

A Imensa Diversidade de Passeriformes

A diversidade bioldgica na Terra ndo se encontra homogeneamente distribuida entre os
diferentes grupos de organismos (ALFARO et al.,, 2009). Avancos recentes na reconciliacdo do
registro fossil com filogenias moleculares apontam cada vez mais para a importancia das
radiacdes adaptativas na histéria da vida (ALFARO et al,, 2009; JETZ et al,, 2012). A maior parte
da diversidade bioldgica originou-se em episddios de multiplos eventos de especiagdo em um
curto intervalo de tempo, associados a processos de intensas diferenciacdes fenotipica e
ecologica. Enquanto ecologos e taxonomistas buscam identificar e descrever as variacdes entre
diferentes taxa e seus ambientes, filogeneticistas frequentemente se deparam com a desafiante
tarefa de decifrar os padrdes evolutivos por tras de tais variagdes. Grupos sabidamente
originados em radiacoes adaptativas geralmente representam mais da metade da diversidade
de seu clado inclusivo, tais como peixes Ostariophysi, mamiferos Rodentia, anfibios Anura e o
grande grupo contendo a maior parte das aves viventes (Neoaves) (ALFARO et al, 2009;
RAIKOW; BLEDSOE, 2000).

A ordem Passeriformes representa esta desproporcional diversidade em Neoaves
(BARKER; BARROWCLOUGH; GROTH, 2002; MAYR, 2013), sendo um dos cinco maiores clados
de vertebrados terrestres (ALFARO et al, 2009; ERICSON, 2011; ERICSON; IRESTEDT;

JOHANSSON, 2003). Este grupo inclui tamanha diversidade que ornitélogos frequentemente
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dividem a classe Aves em “passeriformes” e “ndo-passeriformes”, o primeiro um grupo
monofilético (HENNIG, 1965) e o segundo um termo informal de exclusdo para o restante
parafilético da diversidade (HENNIG, 1965).

Os Passeriformes sdo por sua vez divididos em dois grandes clados; Oscines e
Suboscines (ERICSON et al., 2002; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003). Oscines sao
caracterizados por apresentarem uma siringe (6rgao vocal) com muitos pares de musculos
intrinsecos, como consequéncia, vocalizagdes igualmente complexas aprendidas por imitacao
durante a ontogenia (CLAYTON; BALAKRISHNAN; LONDON, 2009; JARVIS, 2004). Suboscines,
por sua vez, possuem uma siringe com menos musculos e geralmente sua vocaliza¢do ndo se da
através do aprendizado por imitacdo, porém seu monofiletismo é sustentado por outra
caracteristica morfoldgica, a forma do ossiculo columela (AMES, 1971; RAIKOW; BLEDSOE,
2000). Juntas, estas subordens ocupam hoje praticamente todos os nichos possiveis para as
aves de ambiente terrestre, em todas as regides do globo exceto Antartica (BARKER, 2011).

Com pouco mais de 5.700 espécies, os Passeriformes conseguiram expandir sua
ocorréncia até ambientes com condi¢cOes extremas para a sobrevivéncia, como Artico, desertos
e remotos arquipélagos oceanicos (BARKER, 2011; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003).
Dentro desta ordem, notaveis radiacdes adaptativas em diferentes habitos ja foram
documentadas, como os tentilhdes de Darwin nas ilhas Galdpagos, com uma vasta gama de
estratégias de forrageamento, (BURNS; HACKETT; KLEIN, 2002); os honeycreepers havaianos
(nectarivoros) (BURNS; HACKETT; KLEIN, 2003) e duas extraordinarias radiacdes em escala
continental, os insetivoros furnariideos (Furnariidae, Suboscines) (CLARAMUNT, 2010;
DERRYBERRY et al, 2011) e os frugivoros Oscines novempennatae (Passeroidea, Oscines)
(BARKER et al., 2012), ambos na regiao Neotropical.

Contrastando com essa espantosa diversidade, a relativa uniformidade morfologica dos

Passeriformes tornou a sistematica da ordem extremamente ardua desde os primeiros estudos

15



(MAYR, 1958). As diferengas entre muitas familias de passeriformes sao, com frequéncia, mais
sutis que aquelas que separam géneros em outras ordens de Aves, e chegam a ser quase
“arbitrarias”, dependendo muitas vezes do pesquisador que as analisa (MAYR, 1958). Por outro
lado, as relagdes filogenéticas entre essas familias e os grandes grupos foram irrelevantes para
sua classificacao, permanecendo contraditdrias por séculos desde o Iluminismo (BEECHER,

1953; CRACRAFT, 1981; MAYR, 1958).

Um Breve Histérico Sobre a Sistematica de Passeriformes

Contribuigcées Morfoldgicas

Até o século XVIII, o termo “Passeriformes” incluia todas as aves conhecidas, com
excecdo somente das aves-de-rapina (falcoes, aguias e similares), “aves de caca” (galos, faisdes,
gansos e formas aparentadas) e grandes aves cursoriais (avestruzes e semelhantes) (AMES,
1971; GARROD; FORBES, 1881). Somente com o grande avan¢o do conhecimento cientifico
ocorrido no século XIX, estudos morfologicos mais detalhados foram capazes de delimitar a
ordem Passeriformes como é conhecida hoje. Também por volta desta época foram propostas
as primeiras hipdteses formais para a separacao e classificacdo dos grandes grupos
passeriformes (AMES, 1971).

O progresso na sistematica morfoldgica de Passeriformes consistiu primeiramente em
excluir dessa classificacdo alguns grupos nao-Passeriformes, no inicio do século XIX (ver Ames
1971 para detalhes). Essa exclusao foi gradual e buscou caracterizar a ordem através de tratos
anatomicos compartilhados (AMES, 1971). Em paralelo, juntamente as delimitacdes da ordem

Passeriformes per se, importantes estudos também foram conduzidos com intuito de organizar
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a diversidade interna do grupo. Neste aspecto, o trabalho mais significativo foi o de Johannes
Miiller (1847), no qual, através dos aspectos gerais da musculatura da siringe, foi possivel
detectar diferencas significativas entre dois grandes grupos. Miiller (1847) utilizou pela
primeira vez uma ampla diversidade taxondmica em relacdo aos estudos anteriores, incluindo
muitas linhagens de “verdadeiros” Passeriformes e algumas poucas ordens que ainda eram
incluidas no grupo (AMES, 1971; MULLER, 1847; MULLER; GARROD, 1858). O resultado mais
importante de Miiller (1847) foi a separacdo de um grande grupo de passeriformes, que
compartilhavam uma siringe mais complexa, provida de um maior nimero de pares de
musculos intrinsecos, daqueles de siringe mais simples, sem musculatura intrinseca ou com
apenas poucos pares de musculos (AMES, 1971; GARROD; FORBES, 1881; MULLER; GARROD,
1858). O grande grupo que apresentava a siringe mais complexa corresponde atualmente aos
Oscines, ou aves canoras, fortemente corroborado em estudos morfolégicos e moleculares
posteriores (AMES, 1971; BERESFORD et al., 2005; GARROD; FORBES, 1881).

O segundo grupo de passeriformes de Miiller incluia também todas as ordens nao-
Passeriformes remanescentes, classificadas como “ndo-Oscines”. Muitos estudos posteriores
contribuiram para a remocado definitiva desses grupos da ordem (ver Ames 1971 para uma
revisao detalhada). Porém, em meio a este grupo parafilético (HENNIG, 1965), se encontrava a
segunda grande divisdo atual dos “verdadeiros” Passeriformes, os Suboscines ou Clamatores
(GARROD; FORBES, 1881; MULLER; GARROD, 1858). Como sera descrito adiante, levou algum
tempo para que uma caracteristica definisse Suboscines verdadeiramente como um grupo
monofilético, porém, atualmente este grupo é igualmente corroborado tanto pela morfologia e
analises moleculares.

O segundo notavel expoente na sistematica de grandes grupos passeriformes foi Garrod
(1873-1876), que é considerado o maior contribuinte para as classificacbes do grupo na

segunda metade do século XIX (AMES, 1971). Garrod foi o responsavel pela delimitacdo e
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subdivisdes atualmente usadas em Passeriformes (GARROD, 1873; GARROD; FORBES, 1881). 0
autor excluiu conclusivamente as remanescentes aves nao-Passeriformes que ainda
permaneciam no grupo desde Miiller e estudos posteriores, apresentando pela primeira vez de
forma clara a ordem Passeriformes, a partir de uma combinag¢do de caracteres morfologicos
exclusivos compartilhados entre seus membros. A divisdo dos passeriformes em Oscines e
Mesomyodi (clado futuramente nomeado Suboscines) foi proposta formalmente pela primeira
vez, bem como subdivisdes importantes dentro desses grupos, como a separacao de Menurae
(“Oscines Abnormales” sensu Garrod) do restante dos outros Oscines e a separa¢dao de um
grupo morfologicamente distinto em Suboscines (“Mesomyodi - Tracheophonae). (Figura 1)

(GARROD, 1873; 1876; GARROD; FORBES, 1881).

NORMALES
ACROMYODI

(Oscines) Menura
ABNORMALES Menurinaze

Atrichia

PASSERES <

Pipridae
HETEROMERI
Cotingidae

Tracheophonae

HOMCEOMERI Tyrannidae
Haploophonae Rupicola

Pitta

\ MESOMYODI

Figura 1: Proposta classificatéria de Garrod (1876) para classificacdo dos grandes grupos de Passeriformes,
baseada em caracteristicas gerais da musculatura da siringe. As propostas de Garrod foram essencialmente
guiadas pelos trabalhos de Miiller (1847). Neste esquema, alguns arranjos merecem especial atenc¢io, pois foram
evidenciados pela primeira vez por Garrod e sdo corroborados por diferentes analises atualmente. A divisido de
Passeriformes (PASSERES) em duas categorias (subordens), separando aqueles com siringe mais complexa, com
insercdo distal da musculatura intrinseca nos semi-anéis bronquiais, os Oscines (ACROMYODI); daqueles com
insercdo medial da musculatura, os Suboscines (MESOMYODI). Além destes, outras propostas importantes foram
a separacdo de Menurae (Menurina) dos demais Oscines e a delimitacdo de um grupo distinto de Suboscines com
uma siringe modificada (Tracheophonz) em relacdo aos demais (Haploophonz), que sdo aceitas até hoje e
fortemente corroboradas por andlises moleculares.
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Desde as grandes contribuicdes de Miiller e Garrod, os Passeriformes possuem
caracteres diagndsticos exclusivos para a ordem e seus dois grandes grupos, Oscines (Passeri,
aves canoras ou true songbirds) e Suboscines (Tyranni ou Clamatores). Os resultados
morfologicos de Miiller, Garrod e outros autores durante o século XIX (sintetizados em Ames,
1971) foram seminais na sistematica de Passeriformes, com grandes contribuicdes para as
primeiras ideias de classificacdo para o grupo. Algumas de suas contribuices tém sido
corroboradas e reforcadas com novos caracteres morfolégicos, filogenias moleculares e
analises biogeograficas (ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003; SICK, 1997).

Quase um século depois do monofiletismo de Oscines ser estabelecido (GARROD, 1876),
Feduccia (1974) identificou uma caracteristica apomorfica em Suboscines, compartilhada por
apenas poucos grupos de aves nado-passeriformes e exclusiva para Suboscines dentro de
Passeriformes (FEDUCCIA, 1977; MAYR, 2003). A columela ou estribo é um ossiculo do ouvido
meédio dos tetrapodes (FEDUCCIA, 1974), apresentando uma grande variagdo entre as
diferentes linhagens como mamiferos e aves. Feduccia (1974) estudou e comparou a forma da
columela entre diversas linhagens passeriformes, e verificou que todos os Suboscines
apresentavam uma forma bulbosa tipica para este ossiculo (FEDUCCIA, 1974). Depois disso,
ambos Suboscines e Oscines apresentam hoje respectivas sinapomorfias morfoldgicas, e sao
fortemente corroborados como grupos irmaos em filogenias moleculares.

Muitos outros estudos morfoldgicos com a ordem decorreram ao longo dos séculos XIX
e XX, envolvendo diversas abordagens como musculatura da siringe (AMES, 1971),
musculatura do cranio (BEECHER, 1953) e fusdo dos digitos dos pés (AMES, 1971; BEECHER,
1953; CLARK, 1981), entre outros. Porém, pouco se avang¢ou no conhecimento das rela¢des
filogenéticas dos grandes grupos em Passeriformes, como familias e superfamilias. A presenca
dessas aves em praticamente todos os ambientes, aliada a ampla exploracdo de diferentes

habitos alimentares (e.g. grdaos e frutos, predacdo de insetos e pequenos vertebrados,
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granivoria, frugivoria, herbivoria, nectarivoria), fez com que as classificacbes baseadas em
morfologia refletissem essencialmente, grupos funcionais que compartilhavam diferenciagdes
decorrentes de forrageamento. Por exemplo, os termos wren, robin, fly-cathcer e warbler eram
dados a todos os passeriformes que apresentassem o conjunto de caracteristicas morfoldgicas
tipicos de cada um desses nomes, 0 que foi responsavel por obscurecer muitas diferengas
evolutivas importantes entre os grupos (e.g. Acanthisitta é chamado de wren da Nova Zelandia,
por aparentar fortemente os wrens da Eurasia, no entanto, este género niao possui nenhuma
afinidade filogenética com estes e sim é o grupo irmao de todos os outros passeriformes)
(BARKER, 2011; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008; MAYR, 1958; SICK, 1997). Apesar das
reconhecidas dificuldades em delimitar os grupos internos de Passeriformes e suas relacdes, o
monofiletismo (HENNIG, 1965) da ordem foi estabelecido desde Garrod (1873-1876), e ja foi
formalmente testado em um contexto filogenético (HENNIG, 1965; RAIKOW, 1982).
Atualmente, a ordem é corroborada por cinco sinapomorfias (HENNIG, 1965) morfologicas e
trés caracteres morfologicos adicionais (RAIKOW; BLEDSOE, 2000).

Como sumariado nesta se¢do, as contribuicdes morfologicas para se entender a
evolucdo de Passeriformes foram fundamentais, organizando pela primeira vez a imensa
diversidade do grupo. Particularmente, estes estudos foram importantes para delimitar
Passeriformes com caracteristicas morfologicas exclusivas, excluindo substancialmente as aves
ndo-Passeriformes que eram alocadas no grupo. Entretanto, as maiores descobertas para o
entendimento das relacdes internas de Passeriformes atingiram seu zénite apds o advento das

técnicas moleculares e os estudos de Sibley & Ahlquist (1990).
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Contribuigcoes Moleculares: Hibridagdo DNA-DNA

Por volta de 1980-1990, técnicas moleculares para inferir filogenias baseadas na
hibridacado DNA-DNA atingiram seu apice, sendo aplicadas principalmente em estudos de
sistematica de mamiferos e aves (BARKER, 2011). A técnica consiste basicamente em separar
uma fita da dupla hélice de DNA de espécies diferentes e realizar fusdes entre uma fita de uma
espécie com outra fita de uma espécie diferente. Em seguida, este par hibrido é aquecido, e o
calor e tempo necessarios para desfazé-lo sdo medidores indiretos do parentesco evolutivo.
Quanto mais tempo e calor forem necessarios para separar as fitas de duas espécies, maior
deve ser a afinidade filogenética entre elas (SIBLEY; AHLQUIST, 1990).

Por volta desta época, o acimulo de dados gerados com a técnica para a classe Aves por
Charles Sibley e Jon Ahlquist culminaram, em 1990, na publicag¢do do livro Phylogeny and
Classification of Birds. Esta obra se mostrou revolucionaria em inumeros aspectos na
classificacido de Aves em geral, e apesar da técnica ter sido intensamente criticada
(HARSHMAN, 1994), a obra de Sibley e Ahlquist ainda é uma das principais referéncias em
estudos ecolégicos e filogenéticos com aves (BARKER, 2011; RICKLEFS, 2005; 2012). Os
resultados de hibridacdo DNA-DNA também forneceram a primeira escala temporal para a
divergéncia das principais linhagens passeriformes, utilizando métodos baseados na teoria do
relogio molecular estrito (ZUCKERKANDL; PAULING, 1965). Até entdo, a no¢do do tempo de
divergéncia entre as linhagens de Aves foi completamente desconhecida durante a historia da
ornitologia (BARKER, 2011).

Para Sibley & Ahlquist (1990), o resultado mais inesperado e certamente a maior
contribuicdo para a histéria evolutiva de Passeriformes foi a divisio de Oscines em dois
grandes clados, as parvordens Corvida e Passerida (SIBLEY; AHLQUIST, 1990). Corvida

continha aves com aspectos gerais de corvos e gralhas, e apesar de algumas linhagens estarem
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amplamente distribuidas, a grande diversidade da parvordem esta centrada no arquipélago da
Australasia (regido Australo-Papuasia e Sudeste Asiatico, Hemisfério Sul) (SIBLEY; AHLQUIST,
1990). De forma contraria, Passerida, apesar de muitas linhagens cosmopolitas, tem grande
parte de sua diversidade concentrada nas areas continentais da Eurasia (Hemisfério Norte),
onde foi inferida sua origem (SIBLEY; AHLQUIST, 1990). Corvida foi dividida em trés
superfamilias, Menuroidea, Meliphagoidea e Corvoidea. A parvordem Passerida também foi
dividida em trés superfamilias, Sylvioidea, Muscicapoidea e Passeroidea (Figura 2). A partir
desta separacao marcante entre as parvordens Oscines e os Hemisférios Norte e Sul, Sibley e
Ahlquist sugeriram uma diversificagdo em paralelo entre estas maiores linhagens de Oscines.
Enquanto Passerida originou-se e diversificou em massa na Eurasia, Africa e Américas, Corvida
obteve igual sucesso na colonizacdo da Australia, Sudeste Asiatico e ilhas oceanicas do Pacifico

(BARKER, 2011)
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Figura 2: Esquema modificado de Harshmann (1994), ilustrando as rela¢des evolutivas obtidas a partir de
hibridagdo DNA-DNA por Charles Sibley e John Ahlquist (1990). Nesta técnica, uma das fitas de DNA de diferentes
espécies é pareada com outra, formando um par hibrido. Em seguida, este par é aquecido, e quanto maior o tempo
e calor necessarios para desfazé-lo, maior é o parentesco filogenético das espécies envolvidas. A afinidade
evolutiva é portanto inferida indiretamente e representada no comprimento dos ramos. Neste esquema é possivel
notar que Sibley e Ahlquist recuperaram as linhagens tradicionalmente separadas por morfologia, Oscines e
Suboscines, e identificaram consideravel identidade evolutiva entre os Suboscines do Novo Mundo (Tyrannides) e
do Velho Mundo (Eurylaimides). O resultado mais destacado pelos autores foi a divisdo de duas radiacdes de
Oscines, as parvordens Corvida (azul) e Passerida (verde), cada uma subdividida em trés superfamilias
respectivas.

Até os estudos de Sibley e Ahlquist em 1990, acreditava-se que os Passeriformes tinham
se originado na Laurasia, no hemisfério Norte (BARKER, 2011; ERICSON et al, 2002). No
entanto, paleo-ornitélogos constantemente questionavam esta hipotese, chamando atencao
para uma possivel origem Austral para a ordem. Esses questionamentos se baseavam no
registro fossil de Passeriformes, que é completamente ausente em estratos do Cretaceo e
Pale6geno (antigo Terciario inferior) em todo o Hemisfério Norte (EDWARDS; BOLES, 2002),
s6 comecando a ser encontrado em estratos mais recentes, como Mioceno e Oligoceno
(MANEGOLD; MAYR; MOURER-CHAUVIRE, 2004; MAYR; MANEGOLD, 2004). A possibilidade
de uma origem gondwanica para a ordem se fortaleceu apds a descoberta e descricao do fossil
mais antigo de um passeriforme na Australia, datado do inicio do Eoceno, aproximadamente 54

Milhdes de anos atras (Ma) (BOLES, 1995; 1997). Esta descoberta, além do impacto geografico
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para a origem do grupo, também indicou uma origem muito mais antiga para Passeriformes.
Como até a descoberta do relogio molecular (ZUCKERKANDL; PAULING, 1965) a origem de um
grupo era exclusivamente inferida pela morfologia e idade do primeiro féssil conhecido, antes
do espécime australiano de Boles (1995) os fosseis mais antigos de passeriformes datavam no
méximo do inicio do Oligoceno (MANEGOLD; MAYR; MOURER-CHAUVIRE, 2004), cerca de 30
Ma. Esta era portanto, a data assumida para a origem do grupo (EDWARDS; BOLES, 2002). As
informacgdes de hibridacdo DNA-DNA, ao identificar Corvida como uma linhagem centrada na
Australasia, fortaleceram ainda mais as hipoteses alternativas sobre o papel fundamental da
Gondwana na evolug¢do de Passeriformes (BARKER, 2011). A imensa topologia proposta por
Sibley e Ahlquist (1990) foi nomeada “A Tapecaria”, devido a magnitude do trabalho quando
impresso.

Quase imediatamente apos a publicacdo de Phylogeny and Classification of Birds (1990),
um grande numero de estudos foram publicados testando as hipoteses filogenéticas propostas
por Sibley & Ahlquist (1990). Estes testes, em geral analises nas por¢des menores da
Tapecaria, buscavam refinar ou detalhar uma radiacdo em particular, como por exemplo,
Corvida. Os primeiros estudos utilizaram o mesmo método de Sibley e Ahlquist (1990), a
hibridacao DNA-DNA, seguindo por um breve periodo de analises com sequéncias peptidicas.
Estes trabalhos foram suficientes para indicar que a base de Oscines precisava ser melhor
resolvida, especificamente o monofiletismo de Corvida em relacao a Passerida (BARKER, 2011;
HARSHMAN, 1994). As primeiras evidéncias para o parafiletismo de Corvida foi a constatacao
de que a superfamilia Menuroidea poderia ser parafilética, evidenciado pela grande distancia
genética entre o género australiano (Menura) de todos os outros Oscines (CHRISTIDIS;
SCHODDE, 1991; SHELDON; GILL, 1996). Note que esta configura¢do foi proposta mais de um
século antes da Tapecaria, por Garrod (1876), e as andlises moleculares que recuperaram esta

posicdo para Menura corroboraram o indicado pela morfologia (Figura 1).
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Pouco mais de uma década apo6s a publicagcdo da Tapecaria, as primeiras filogenias de
Passeriformes baseadas em sequéncias de DNA (BARKER; BARROWCLOUGH; GROTH, 2002;
ERICSON et al,, 2002) resultaram em um refinamento ainda maior para as relacdes internas de
Passeriformes. As falhas apontadas por estudos anteriores foram confirmadas por sequéncias
de DNA, e o parafiletismo de Corvida foi corroborado com a insercao de Passerida em sua
diversidade, trazendo a origem de todos os Passeriformes para o Hemisfério Sul (Gondwana).
Outras importantes altera¢gdes na Tapecaria foram evidenciadas pela primeira vez, como o
parafiletismo de Suboscines (BARKER; BARROWCLOUGH; GROTH, 2002; ERICSON et al,

2002).

Contribuigcées Moleculares: Sequéncias de DNA

Somente uma Uunica linhagem passeriforme permanecia sem uma posicao definida na
Tapecaria. Por muitos anos, antes mesmo de Sibley e Ahlquist proporem sua hipotese, a familia
Acanthisittidae era tentativamente associada tanto a Oscines quanto a Suboscines. Em ambos
os casos, nenhum argumento convincente fora proposto para justificar sua posicio em um
desses clados, pois todas as abordagens morfolégicas eram incapazes de elucidar
definitivamente a posicdo de Acanthisittidae entre os demais Passeriformes (ERICSON et al,,
2002; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003). Acanthisittidae possui somente trés espécies
distribuidas em dois géneros, todos endémicos da Nova Zelandia (ERICSON et al,, 2002). A
posicdo filogenética da familia, que ja era ambigua por morfologia, continuou incerta mesmo na
Tapecaria (BARKER, 2011). Sibley e Ahlquist (1990) incluiram Acanthisittidae
provisoriamente em Suboscines (Figura 2, em vermelho), enfatizando que os resultados da
hibridacado DNA-DNA eram insuficientes para resolver esta questdo (ERICSON et al.,, 2002;

SIBLEY; AHLQUIST, 1990). Entretanto, o principal argumento para manter Acanthisittidae em
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Suboscines era criterioso, pois com base em sua siringe os acanthisitideos definitivamente nao
eram Oscines (SIBLEY; AHLQUIST, 1990; SIBLEY; WILLIAMS; AHLQUIST, 1982).

Por outro lado, os argumentos para justificar a afinidade de Acanthisittidae a Oscines
foram sugeridos por Feduccia (1975) e Raikow (1987). Feduccia baseou-se na morfologia da
columela para tal relacdo Oscines-Acanthisittidae (FEDUCCIA, 1975), no entanto o proprio
autor rejeitou posteriormente sua hipoétese, ao verificar que a ocorréncia da forma da columela
encontrada nas duas linhagens era na verdade plesiomoérfica, ocorrendo também em muitas
outras aves nao-Passeriformes (BARKER, 2011; FEDUCCIA, 1979). Raikow (1987), por sua vez,
propds uma proximidade entre Oscines e Acanthisittidae baseado na musculatura da cintura
pélvica e seus membros (RAIKOW, 1987). Como este agrupamento era suportado por somente
um Unico estado derivado de um carater, Raikow ndo chegou a questionar sua alocagdo em
Suboscines sugerida por Sibley (BARKER, 2011; RAIKOW, 1987).

Ou seja, ao mesmo tempo que Acanthisittidae nao apresenta a columela derivada de
Suboscines, (FEDUCCIA, 1975), sua siringe ndao possui nenhuma musculatura diferenciada,
assemelhando-se inclusive a membros nao-Passeriformes, o que a exclui definitivamente de
Oscines (AMES, 1971; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003; SIBLEY; AHLQUIST, 1990). Por
estes motivos, a posicdo de Acanthisittidae se manteve problematica até os estudos com
sequéncia de DNA de Ericson et al. (2002) e Barker et al. (2002), os quais elucidaram nao
somente a posicdo filogenética de Acanthisittidae como grupo irmdo de todos os outros
Passeriformes, mas também forneceram evidéncias e argumentos explicitos para a origem da
ordem na Gondwana (ERICSON et al, 2002). Esta posicao de Acanthisittidae violou o
monofiletismo de Suboscines sensu Sibley e Ahlquist (1990), porém tem encontrado grande
aceitacdo em estudos posteriores, tendo sida elevada a categoria de terceira subordem
passeriforme, Acanthisittia (ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003), mantendo Suboscines

como grupo monofilético.
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O Panorama Atual em Passeriformes e Suas Lacunas

Atualmente, Passeriformes sdo divididos em trés subordens, Acanthisittia e as
tradicionalmente reconhecidas Oscines e Suboscines, agrupadas no clado nomeado Eupasseres
(ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003). Com a separagao da Nova Zelandia do
supercontinente Gondwana, acredita-se que Acanthisittia tenha sido carregada na placa
Neozelandesa, isolando-se dos demais Eupasseres (BARKER et al., 2004; ERICSON et al., 2002),
que em seguido se dividiriam com o isolamento de Oscines na placa Australiana (BARKER et
al, 2004). Em consequéncia, os Suboscines ficaram restritos as remanescentes Antartica e
América do Sul. O padrao atual de distribuicdo dos Passeriformes, como muitos outros grupos
de aves, segue claramente uma divisdo entre Novo Mundo e Velho Mundo, ao invés de uma
disjun¢do Laurasia-Gondwana (BARKER et al.,, 2004; 2012; CRACRAFT et al., 2004; KLICKA;
JOHNSON; LANYON, 2000). Isto se evidencia ao observarmos um grande numero de linhagens,
tanto de Oscines quanto de Suboscines, ocorrerem em continentes Laurasiaticos, mesmo tendo
surgido na Gondwana (DEL HOYO et al,, 1992). Exemplos de linhagens Gonwanicas em regioes
Laurasiaticas podem ser vistos em Suboscines, cuja maior parte da diversidade ocorre no
continente Americano, mas também apresenta linhagens no sudeste Asiatico e fosseis na
Europa central (BALLMANN, 1969).

Atualmente, mesmo com os avanc¢os de séculos nos estudos com Passeriformes, pode-se
identificar lacunas no conhecimento acerca da evolucao do grupo. Desde Sibley e Ahlquist
(1990), nenhum estudo se propos a inferir a filogenia de Passeriformes com um tamanho
amostral tao grande como o utilizado na Tapecaria. Sibley e Ahlquist forneceram pela primeira
vez uma escala temporal para a diversificagdo da ordem sob o relégio molecular estrito
(ZUCKERKANDL; PAULING, 1965), entretanto, cinco décadas se passaram apds a descoberta do

relogio molecular, e tanto a abordagem quanto os métodos para estimar a o tempo de
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divergéncia entre organismos progrediram vertiginosamente (KUMAR, 2005; YANG;
RANNALA, 2012). Estes métodos mais recentes sdo capazes de incorporar muitos aspectos
fundamentais da evolu¢do molecular, bem como as incertezas que geralmente estdo associadas
as idades dos fosseis. Dessa forma, inferéncias dos tempos de divergéncia com métodos
recentes como o bayesiano sdo extremamente robustas e confiaveis quando comparadas as
abordagens mais simplistas do relogio estrito .

Arvores filogenéticas precisam ser devidamente calibradas para a inferéncia do tempo
de divergéncia entre as linhagens (HELED; DRUMMOND, 2012; SANDERSON, 1997). A
calibracdo consiste em inserir a priori a data para um ou mais nés da arvore, geralmente
extraidas de informacdo fossil ou eventos biogeograficos, os quais sdao usados para os calculos
de datacao molecular (YANG; RANNALA, 2006; YANG; YODER, 2003). A calibracao utilizada por
Ericson et al. (2002) e Barker et al. (2004) é talvez o tema que mais merega investigacoes. Os
autores, que foram os primeiros a datar as divergéncias sem o relégio absolutamente estrito,
adotaram somente um Unico ponto de calibragdo para toda a arvore. O uso de um tnico ponto
de calibracdo permite uma inferéncia menos robusta que outra baseada em multiplos pontos
de calibracao (YANG; RANNALA, 2006) (ver detalhes adiante). Um tnico ponto de calibracao
ainda pode trazer problemas mais sérios quando a prépria data do féssil é de certa forma
incerta, ou quando a data do evento geoldgico (e.g. separacdo de continentes) inclui uma certa
complexidade, como a duragdo de um evento vicariante por exemplo. Esta imprecisdo nao
acomodada no algoritmo de datacdo molecular gera estimativas enviesadas ou mesmo
incoerentes com o conhecimento do grupo ou de eventos geolédgicos. Ericson et al. (2002) e
Barker et al. (2004) calibraram suas inferéncias na primeira divergéncia em Passeriformes,
fixando a data do n6 Acanthisittia-Eupasseres (demais Passeriformes) em 82 Ma. Esta data foi

adotada ao assumirem que o isolamento filogenético de Acanthisittia do restante de
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Passeriformes tenha ocorrido imediatamente quando a Nova Zelandia iniciou seu longo
processo de separacao da Gondwana Leste (COOPER; MILLENER, 1993).

Ericson, Barker e seus respectivos colaboradores mostraram que as divergéncias entre
os grandes grupos de Passeriformes provavelmente estariam associadas a sequéncia de
eventos de ruptura da Gondwana (EDWARDS; BOLES, 2002). No entanto, calibrar nés em uma
filogenia com eventos geoldgicos requer extrema cautela do pesquisador, principalmente
quanto aos critérios para especificar a data do evento (PARHAM et al., 2012). Muitas vezes,
eventos geoldgicos podem durar milhdes de anos para se completarem, e por isso, ao serem
fixados em um valor médio ha uma perda inevitavel da informacao temporal contida no
intervalo. Isto gera um viés para os calculos de tempo de divergéncia (YANG; RANNALA, 2006;
YANG; YODER, 2003). Caso haja um grande intervalo entre o inicio de um processo geologico e
seu fim e um unico valor dentro deste intervalo é fixado, a inferéncia temporal da filogenia se
apresenta pouco confiavel (PARHAM et al., 2012).

Como os autores nao utilizaram métodos de inferéncia bayesiana para a datagao de suas
filogenias, ndo foi possivel acomodar a incerteza da data utilizada, restringindo pontualmente a
data para o n6 em 82 Ma. Nesta data, a placa Neozelandesa de fato iniciou a separacao da
Gondwana (COOPER; MILLENER, 1993), no entanto este processo foi gradual, sendo concluido
somente por volta de 55-52 Ma com a formagdo da passagem Cato (Cato Trough) no mar da
Tasmania (GAINA et al., 1998; SCHELLART; LISTER; TOY, 2006; WORTHY et al., 2010). Para
taxa com baixa capacidade de dispersdao como Acanthisitta, a data final é que deveria ser
utilizada como calibra¢do vicariante do n6é em questdao (WORTHY et al,, 2010). Na verdade,
calibracoes geologicas requerem extremo cuidado mesmo com os métodos atuais, e fésseis sao
frequentemente recomendados como melhores pontos de calibracdao em data¢gdes moleculares
(PARHAM et al,, 2012; YANG; RANNALA, 2006). Este é claramente um exemplo de caso que

exige a necessidade de acomodar a incerteza na data utilizada como calibracdo. Ao fixarem o n6
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Acanthisittia-Eupasseres em 82 Ma, sem acomodar um intervalo de confianca para a ruptura
final entre as placas Neozelandesa e Antartica, Ericson et al. (2002) e Barker et al. (2004)
incorporaram um erro de pelo menos 20 Ma para a primeira divergéncia na ordem. Isto fez
com que todos os nds das filogenias propostas pelos autores fossem inferidos como mais
antigos do que realmente podem ser, comprometendo todas as associacdes geologicas e
biogeograficas com as datas obtidas. Multiplos pontos de calibracdo sdo atualmente possiveis e
altamente recomendados para inferir o tempo de divergéncia com maior acuracia (YANG;
RANNALA, 2006; YANG; YODER, 2003). Apesar das taxas entre loci e taxa poderem variar entre
si, os tempos de divergéncia sdo compartilhados, e portanto multiplas restri¢des internas nos
modelos de datacdo molecular levam a uma estimativa mais confiavel acerca dos tempos de
divergéncia, mesmo quando o relogio é violado (YANG; YODER, 2003). Ainda ndo foram
abordadas inferéncias bayesianas nem maultiplos pontos de calibracao em analises filogenéticas
com Passeriformes em larga escala.

Outros dois pontos no conhecimento atual de Passeriformes que instigam maiores
esclarecimentos sdo a primeira divergéncia na subordem Suboscines, que separou o grupo em
duas infraordens que atualmente apresentam uma distribuicio marcadamente disjunta entre
Novo Mundo (Tyrannides) e Velho Mundo (Eurylaimides). Nenhum estudo investigou
especificamente como as infraordens Tyrannides e Eurylaimides apresentam atualmente uma
distribuicao tdo disjunta. Os estudos focados em Tyrannides, um grupo primariamente
Neotropical (DEL HOYO et al,, 1992), ja partem do principio que o ancestral desta infraordem
habitava o continente Americano desde sempre, apresentando la uma notavel diversificacao
autdctone (MOYLE et al., 2009; OHLSON et al,, 2013; TELLO et al,, 2009). Por outro lado, a
Unica proposta formal para origem e diversificacio de um clado de Suboscines desde a
Gondwana se direcionou para a linhagem de Suboscines do Velho Mundo, Eurylaimides

(MOYLE et al,, 2006). Neste estudo, Moyle e colaboradores (2006) inferiram a origem do grupo
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no subcontinente Indiano ap6s migrarem da Gondwana, atravessando uma grande extensao de
mar. Quando a placa indiana se chocou com a Asia, os Eurylaimides se diversificaram nas
linhagens Asiaticas, Malaias e Africanas atuais. A data inferida para o clado dos Suboscines do
Velho Mundo foi em torno de 70 Ma (MOYLE et al,, 2006), data esta em que a India ja se
apresentava consideravelmente isolada do restante do continente gondwanico por mais de
2000 km (ALI; AITCHISON, 2008; CHATTERJEE; GOSWAMI; SCOTESE, 2012). Ainda assim, um
evento de dispersdo sobre uma vasta porg¢do do proto-oceano Indico foi proposta por Moyle e
colaboradores (2006) para satisfazer a hipétese India-Asia para a origem de Eurylaimides.
Mesmo com esta proposta para a origem dos Suboscines do Velho Mundo, a divergéncia de
Eurylaimides de seu grupo irmao Tyrannides ndo foi abordada, e a data utilizada pelos autores
foi a mesma data enviesada de 82 Ma para a raiz de Passeriformes. Portanto, o contexto em que
estas duas linhagens Suboscines se separaram permanece em aberto.

A maior lacuna no conhecimento da evolucdo de Oscines se encontra nos distintos
padrdes da colonizacdo da subordem no Novo Mundo. Muitos Oscines sdo verdadeiramente
cosmopolitas, ocorrendo em praticamente todas as regides do planeta (DEL HOYO et al,, 1992).
No entanto, muitas linhagens, especialmente na parvordem Passerida, colonizaram as
Américas de forma notavel, e atualmente cerca de um terco de toda diversidade Oscines é
endémica do Novo Mundo (DEL HOYO et al.,, 1992). Tais colonizagdes também apresentam
padrdes marcantes, pois nem todas as linhagens de Oscines conseguiram chegar ao Novo
Mundo, tampouco as que conseguiram se diversificar de forma homogénea e proporcional
entre si. Nenhum estudo até o momento se dedicou a identificar estes padrdes em larga escala,
ou mesmo propor hipdteses para o sucesso diferenciado de somente algumas linhagens
Oscines no continente Americano. Certamente estes padroes podem ter alguma relacdo com o
tempo de chegada de uma linhagem ao continente e as possiveis interacdes ecoldgicas com a

fauna autoctone. Isto nos traz de volta ao problema central desta dissertacdo, a auséncia de
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uma escala temporal confidvel e devidamente calibrada para Passeriformes. (BARKER et al,,
2004; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008; KLICKA; JOHNSON; LANYON, 2000; ROBINSON et
al.,, 2010).

Finalmente, estudos que investigaram relacdes filogenéticas de grandes grupos em
Passeriformes se utilizaram um pequeno tamanho amostral em relacdo a magna diversidade
do grupo, ndo superando 70 taxa e dois loci (BARKER et al,, 2004; BARKER; BARROWCLOUGH;
GROTH, 2002; ERICSON et al, 2002). Estes numeros, em especial o tamanho amostral
taxonOmico, representam uma parcela infima para o nimero de familias (130), géneros
(~1.235) e espécies (~10.600) atualmente reconhecidas em Passeriformes (GILL; DONSKER,

2012).
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Justificativa e Objetivos
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As principais lacunas no atual conhecimento sobre a evolucao dos Passeriformes sao o
baixo tamanho amostral utilizado em reconstrugoes filogenéticas; uma tnica data usada como
ponto de calibragdo, sem nenhum intervalo de confianca associado; bem como nunca terem
sido implementadas analises bayesianas de rel6gio molecular relaxado.Meus objetivos gerais
no presente trabalho sao explorar essas lacunas pela primeira vez, testando as hipdteses atuais
para a evolucao dos grandes grupos Passeriformes e propor novas explicacoes para padroes

inéditos que possam emergir.

Os objetivos especificos sao:

1) Inferir a filogenia de Passeriformes, fornecendo uma visdo detalhada sobre as
relacdes evolutivas entre familias e grandes grupos da ordem, utilizando o maior tamanho
amostral até o momento, com aproximadamente 86% da diversidade atual dos géneros
passeriformes (GILL; DONSKER, 2012) e nove loci (4 nucleares e 5 mitocondriais).

2) Utilizar a inferéncia bayesiana para calcular o tempo de divergéncia em
Passeriformes com o rel6gio molecular relaxado nao-correlacionado, utilizando pela primeira
vez multiplas calibracGes fésseis representando 15 nos internos na filogenia, para uma datacao
robusta das principais linhagens de Passeriformes.

3) Com os resultados filogenéticos e tempos de divergéncia devidamente calculados,
buscarei definir o cenario da primeira diversificacdo de Suboscines, referente a separagdo
Novo - Velho Mundo, bem como identificar e analisar em larga escala o panorama geral dos

padrdes da colonizagdo de Oscines no Novo Mundo.
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Delineamento Amostral e Sistema de Classificacio

O escopo deste estudo foi reconstruir uma hipoétese filogenética abrangente em nivel de
familia para Passeriformes e, portanto, o monofiletismo de géneros foi assumido. A razao pela
qual resolvi assumir o monofiletismo de género é baseada nos seguintes pontos. Muitas
espécies em Passeriformes ainda sequer possuem um locus sequenciado, enquanto que a
maioria das espécies que tém alguma informac¢do depositada em bancos de dados como
GenBank (BENSON et al,, 2010), apresenta um ou poucos loci. Portanto, uma analise incluindo
todas as espécies reconhecidas da ordem, cerca de 5.700, aumentaria drasticamente o nimero
de caracteres ausentes na matriz (missing data ou gaps), o que por sua vez aumenta a
disparidade entre taxa que apresentam sequéncias longas e completas e aqueles com poucos
loci e curtas sequéncias. Essa disparidade diminui severamente a propor¢do de sinal
filogenético, reduzindo a acuracia dos programas de reconstrucao (WIENS, 2003). Estudos
indicam que o que realmente prejudica inferéncias filogenéticas com matrizes com grande
numero de caracteres ausentes é esta disparidade proporcional entre sequéncias longas e
curtas, em vez dos caracteres ausentes em si (WIENS, 2003). Ademais, matrizes com grande
disparidade informativa entre sequéncias sdo igualmente responsaveis por intensificar os
efeitos dos rogue taxa ou “taxa desonestos” na filogenia (ABERER; KROMPASS; STAMATAKIS,
2013; WILKINSON, 1996) (ver adiante detalhes sobre rogue taxa). Por fim, o tempo
computacional necessario para um conjunto de dados baseado em nivel especifico tornaria a
inferéncia computacionalmente exaustiva, sendo proibitiva, reduzindo a acuracia dos
algoritmos de busca e gerando resultados de qualidade inferior (STAMATAKIS, 2006; 2006).

Ao assumir o monofiletismo de géneros, é possivel aumentar consideravelmente o

preenchimento da matriz, pois espécies de um mesmo género que possuem diferentes

marcadores sequenciados permitem que os loci combinados fornegam sinal filogenético para o
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género. Desta forma, a analise feita em nivel de géneros permite uma inferéncia confiavel para
as relacoes filogenéticas em nivel de familias, e a0 mesmo tempo promove um teste robusto
para o proprio monofiletismo das familias, ambos o foco especifico deste estudo.

A Classificacdo para géneros e familias seguiu o Comité Internacional de Ornitologia
(IOC) 3.2 (GILL; DONSKER, 2012). Os grandes clados seguem nomes informais comumente
usados em estudos com o grupo, como “Oscines Basais” e “Oscines de Transi¢dao” (BERESFORD
et al,, 2005; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008;
JONSSON et al,, 2011).

A escolha do grupo externo foi baseada em estudos recentes investigando
explicitamente o grupo irmdo de Passeriformes (SUH et al., 2011; WANG; BRAUN; KIMBALL,
2012). Cinco géneros nao-Passeriformes foram utilizados como grupo externo: Amazona,
Nestor (Psittaciformes), Cuculus (Cuculiformes), Falco (Falconiformes) e Grus (Gruiformes).

Dados de distribuicao geografica seguiram a colecdo Handbook of Birds of the World
(DEL HOYO et al,, 1992-2011). A distribuicdo individual de cada espécie foi levantada para
delimitar uma zona geral de distribuicio dos seus respectivos géneros. Os nomes e
delimitagdes das regides zoogeograficas usados na discussao seguem HOLT et al. (2013)
Durante o processo de desenvolvimento do presente estudo, foram consideradas analises
formais de biogeografia. No entanto, até o inicio das analises biogeograficas para esta
dissertacdo, nenhum programa era capaz de lidar com um nimero maior que 7 regides
biogeograficas (Richard Ree, comunicacao pessoal), e para Passeriformes sdao reconhecidas
pelo menos 11 regides biogeograficas, podendo chegar a 21 unidades distintas (HOLT et al,,
2013), impedindo uma analise biogeografica detalhada para a ordem. Nesta dissertacao,
portanto, preferi restringir as discussdes biogeograficas a dois grandes dominios
biogeograficos, profundamente ligados a histéria filogenética de Passeriformes, as areas Novo

Mundo e Velho Mundo, facilmente identificAveis sem a necessidade de reconstrucoes
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ancestrais. Com efeito, géneros e linhagens que ocorrem em ambas as regides simultaneamente

sdo denominados cosmopolitas.

Alinhamento de Sequéncias de DNA

Todas as sequéncias deste estudo foram exploradas e baixadas a partir do portal
PhyLoTA (SANDERSON et al,, 2008). Esta base de dados fornece informac¢des instantaneas para
a distribuicdo taxondmica atual de sequéncias de nucleotideos depositadas no GenBank
(BENSON et al, 2010), seguindo a organizacdo taxondmica do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). O objetivo do PhyLoTA é fornecer prontamente os possiveis
conjuntos de dados que apresentam-se distribuidos em uma grande quantidade de
organismos, permitindo filogenias em escalas maiores. Tais conjuntos siao denominados
clusters ou conjuntos de sequéncias homdlogas, obtidos por algoritmos de agrupamento de
sequéncias e cuja homologia é inferida através de pesquisas BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (ALTSCHUL et al.,, 1990) seguindo o método “todos-contra-todos”, onde todas as
sequéncias sdo comparadas entre si e agrupadas em clusters de acordo com o indice de
similaridade (SANDERSON et al, 2008). Desta forma, as sequéncias dispostas para cada
organismo ou grupos de organismos no PhyLoTA ja passaram por um teste prévio para
apresentar as sequéncias potencialmente homologas, sendo mais recomendadas para seu uso
em inferéncias filogenéticas.

A escolha dos marcadores buscou explorar a maior diversidade taxondmica, portanto os
genes mais sequenciados em Aves, como citocromo b e citocromo oxidase I, foram
imediatamente escolhidos. Com este critério, objetivei a melhor resolugdo topologica possivel,

pois quanto maior o tamanho amostral taxonomico, melhor tende a ser a estimativa da
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filogenia (LARTILLOT; PHILIPPE, 2008; ROURE; BAURAIN; PHILIPPE, 2013). Isto se da pois
quanto maior o numero de taxa, maiores sao as chances de ramos longos serem quebrados,
refletindo de fato a historia evolutiva de grupos verdadeiramente monofiléticos, minimizando
artefatos como a atra¢do de ramos longos (long branch attraction) (PICK et al., 2010; SOARES;
SCHRAGO, 2012; WIENS, 2005). Este tipo de artefato geralmente ocorre quando duas
sequéncias filogeneticamente distantes, apresentam um numero muito elevado de
substituicdes, causando com frequéncia o agrupamento destas na topologia somente por
ambas apresentarem ramos longos.

Também foram incluidos genes de diferentes origens genOmicas, cujas taxas de
evolucdo sao marcadamente diferentes entre si por desempenharem diferentes fungoes
metabolicas, como ribossomais, mitocondriais e nucleares (DRUMMOND et al, 2006;
IRESTEDT; OHLSON, 2008; YANG; YODER, 2003). Com este segundo critério, visei considerar a
heterogeneidade das taxas evolutivas encontrada entre diferentes marcadores em uma mesma
estimativa filogenética. Genes diferentes podem ter evoluido de formas diferentes desde o
ancestral de uma linhagem, nao seguindo necessariamente os eventos de cladogénese
(MADDISON, 1997; MADDISON; KNOWLES, 2006). Assim, multiplos loci de diferentes origens
genOmicas tendem a fornecer uma taxa mediana na recupera¢do da historia evolutiva de
determinada linhagem. Nesse sentido, a taxa agiria de forma a tamponar as inferéncias
filogenéticas com um amplo espectro de heterogeneidade das taxas evolutivas, reduzindo por
sua vez as discrepancias entre diferentes genealogias de cada gene (MADDISON; KNOWLES,
2006; ROSENBERG; KUMAR, 2001; YANG; RANNALA, 2006; YANG; YODER, 2003). De forma
semelhante, as diferentes taxas evolutivas podem ser incorporadas na inferéncia do tempo de
divergéncia (DRUMMOND et al., 2006; YANG; YODER, 2003).

Do ponto de vista biolégico, um alinhamento de sequéncias de DNA é uma hipotese

sobre homologia de multiplos residuos de proteinas ou sequéncias de nucleotideos (SALEMI;
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VANDAMME; LEMEY, 2012). Os principais pressupostos do alinhamento sao: todas as
sequéncias sdo homdlogas; cada coluna agrupa sitios homélogos entre as sequéncias e o nome
associado a cada sequéncia reflete uma entidade monofilética. Portanto, ao alinhar as
sequéncias, assume-se que cada coluna (sitio) do alinhamento divergiu de um estado ancestral
comum, assim cada coluna agrupa sitios homologos entre as sequéncias. Idealmente, uma
matriz deveria conter sequéncias de tamanhos idénticos para todos os taxa, sem nenhum
carater ausente. Caracteres ausentes (gaps) podem significar inser¢des e delecoes que
ocorreram ao longo do processo evolutivo, mas também podem indicar que certos loci nao
foram completamente sequenciados (sequéncias incompletas), o que reduz o nimero de sitios
comparaveis para a reconstrucao filogenética (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Métodos
estatisticos de busca baseados na otimizacao de caracteres, como a Maxima Verossimilhanga
(Maximum Likelihood - ML), tratam gaps como caracteres ambiguos, adotando assim
probabilidades iguais daquele sitio especifico ser A, T, C ou G (1.1.1.1) (FELSENSTEIN, 2004).
Portanto, os métodos estatisticos de reconstrucdo filogenética sdo capazes de calcular a
verossimilhanca de cada terminal, incluindo os valores de probabilidade de caracteres
ambiguos, e assim calcular o restante da arvore (FELSENSTEIN, 2004; YANG, 2006).

A partir dos critérios descritos acima, nove loci foram selecionados do PhyLoTA para
integrar a andlise final deste estudo, incluindo cinco marcadores mitocondriais (regides
codificantes do citocromo b - cytb, citocromo oxidase 1 - cox] e NADH desidrogenase
subunidade 2 - ndZ2, e ribossomais 12S e 16S); e quatro nucleares (mioglobina exons 2 a 3 -
myo, ornitina decarboxylase exons 6 a 8 - odc, e genes codificantes das proteinas ativadoras de
recombinacdo 1 e 2 - ragl, rag2). Em todos os casos em que mais de uma sequéncia estava
disponivel para um mesmo gene, prevaleceu aquela com maior nimero de nucleotideos (maior
comprimento). Devido ao imenso tamanho da lista final de géneros e seus respectivos nimeros

de acesso para cada um dos nove loci (360 paginas), seria inviavel imprimi-las como apéndice
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deste estudo. Por este motivo, este material estara disponivel no acervo digital da Pos
Graduacdo em Biodiversidade e Biologia Evolutiva, juntamente a uma copia digitalizada desta
dissertacdo. O alinhamento final pode ser requerido a qualquer momento com um contato
direto com o autor. A Tabela 1 exibe de forma resumida os marcadores utilizados e o niimero
de géneros em cada um, e informacdes sobre o comprimento médio das sequéncias e o indice

de similaridade par a par entre elas.

Tabela 1: Resumo das informag¢des contidas em cada locus e no alinhamento final concatenado (colunas). Linhas
indicam as seguintes informacgdes por locus: nimero de sequéncias ou géneros distintos; comprimentos minimo e
maximo da menor e maior sequéncia, respectivamente; e indice de identidade das sequéncias calculado par a par.

ND2 CYTB COX1 12S 16S RAG1 RAG2 ODC MYO Concatenadas

Numero de sequéncias 842 812 460 253 204 592 444 530 685 1123

Comprimento minimo 199 224 309 147 371 331 315 169 380 307

Comprimento Maximo 1041 1143 1551 1035 586 2932 1152 741 987 10315

Identidade par a par (%) 74.6 821 843 874 886 939 935 774 885 47.7

Diferentes sequéncias de diferentes genes podem ocasionalmente se alinhar, caso
apresentem um numero muito grande de substituicdes (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012).
O alinhamento individualizado gene a gene impede que isto aconteca, além de maximizar a
performance dos algoritmos em detectar os padrdes gerais no alinhamento de um tnico gene.
Portanto, cada gene foi tratado individualmente, editado e alinhado para entao proceder com a
inferéncia filogenética. O procedimento de edicdo das sequéncias consiste na adequacdo do
quadro de leitura correto (Open Reading Frame - ORF). Ap6s serem convertidas para
aminoacidos, é possivel detectar se as sequéncias de fato sdo traduzidas em proteinas ou se
apresentam codons de parada ao longo de suas cadeias. Neste ultimo caso, é preciso adequa-las
ao respectivo ORF. Sequéncias que nao se adequaram ao ORF mesmo ap0s edi¢cdes manuais

foram eliminadas antes do alinhamento final, pois provavelmente sofreram erros durante o
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sequenciamento original ou representavam pseudo-genes ao invés do gene codificante. Apos
os quadros de leitura terem sido devidamente corrigidos, a etapa seguinte para a reconstrucao
filogenética foi o préprio alinhamento das sequéncias.

O alinhamento foi calculado com o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004), recomendado
por sua alta performance e precisao nos calculos para conjuntos de dados com mais de 500
sequéncias (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). O algoritmo de alinhamento foi realizado
com base na sequéncia de aminoacidos para todos os genes codificantes, gerando assim uma
maior robustez das hipdteses de homologia. Isto se deve a maior taxa de substituicdo de
nucleotideos em comparacdao com a substituicio de aminoacidos, a qual ocorre mais
lentamente dada a propriedade de degeneracao do codigo genético (NEI; KUMAR, 2000;
SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Ou seja, proteinas funcionais sdo mais conservadas que
os genes que as codificam, pois diferentes codons podem ser traduzidos no mesmo
aminodacido. O alinhamento feito deste modo torna-se mais robusto e confiavel (NEI; KUMAR,
2000). Apés o alinhamento criterioso de cada gene, todos foram concatenados usando o
programa SeaView 4 (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010).

O alinhamento final conteve em 12.575 nucleotideos e 1118 géneros Passeriformes,
com ~63% de gaps. A densidade da matriz final pode ser visualizada na Figura 3. Tal como
esperado, nem todos os géneros incluiram todos os loci, porém os marcadores se encontraram
distribuidos homogeneamente entre as familias e superfamilias, otimizando as analises para as

linhagens de interesse deste estudo.
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Figura 3: Grafico representativo da diversidade genérica para cada marcador. A densidade do alinhamento de
cada locus individual e da matriz final é representada na area escura. A matriz final (concatenada) incluiu
aproximadamente 12.600 nucleotideos e 1118 géneros Passeriformes, com ~63% de gaps. E possivel verificar
que hd uma grande representatividade de géneros (cerca de 70%) tanto para os loci mitocondriais (ndz2, cytb e
coxl) quanto para os nucleares (rag1, rag2, odc e myo).

Andlise Filogenética

Escolha do Método para Reconstrugdo

Os métodos de reconstrucao filogenética podem ser divididos entre aqueles baseados
em distancia, como UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages)
(SNEATH; SOKAL, 1963) e Neighbour Joining (SAITOU; NEI, 1987) e aqueles baseados em
caracteres, como Maxima Parcimonia (Maximum Parsimony) (FITCH, 1971), Maxima
Verossimilhan¢a (Maximum Likelihood) (FELSENSTEIN, 1981) e Inferéncia bayesiana (bayesian
Inference) (RANNALA; YANG, 1996). Nos métodos baseados em distancia, a distancia entre as

sequéncias € calculada par a par e sumariada numa tabela de distancias (YANG, 2006). Em
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seguida, um algoritmo de agrupamento (clustering) é usado para converter a matriz de
distancia numa arvore filogenética (EVERITT; LANDAU; LEESE, 2001).

A reconstrucao filogenética através dos métodos de distancia é impossivel quando ha
sequéncias que ndo se sobrepdem de modo algum. A nao sobreposicao de todas as sequéncias
sdo extremamente problematicos para as reconstrucdes baseadas em distancia (YANG;
RANNALA, 2012). Diferentemente, se fossem escolhidos métodos baseados em otimizacao dos
caracteres como MP e bayesiana, ainda seria possivel fazer com que os programas rodassem e
fornecessem uma filogenia, mesmo com um desempenho sub-6timo dos mesmos ao lidar com
grandes conjuntos de sequéncias. A inviabilidade de utilizar inferéncias baseadas em métodos
de distancia no presente estudo sdo limita¢des inerentes aos proprios métodos, que necessitam
que absolutamente todas as sequéncias no alinhamento apresentem sobreposicdo (ou seja, nao
admite colunas inteiras vazias) (NEI; KUMAR, 2000; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012).
Mesmo assumindo o monofiletismo de géneros, a matriz apresentou uma quantidade
consideravel de gaps, cerca de 63% do alinhamento (Figura 3), e como esperado, nem todas as
sequéncias de todos os géneros compartilhavam algum tipo de sobreposicdo (overlap) (Tabela
1). Métodos de distancia sao grandes compactadores de informacao, reduzindo drasticamente
o sinal filogenético contido nas sequéncias para basicamente o valor obtido da comparacgao par
a par (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012; YANG, 2006). As sequéncias nucleotidicas, ainda
que curtas, contém informacdo relevante em seus sitios individuais, e com a compactacao
obtida na comparacdo par a par, a informac¢do ja escassa passa a ser insignificante em
comparacgdes posteriores. Por fim, justamente devido as comparag¢des par a par, caso uma
sequéncia nao apresente determinado locus, ou seja, a auséncia de uma sobreposicao
compartilhada entre todas as sequéncias do alinhamento, nem que seja de forma parcial, é
terminantemente impeditiva para reconstrucdo baseada em distancia (NEI; KUMAR, 2000;

SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012).
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Os métodos baseados em caracteres, por outro lado, buscam adequar os caracteres
(nucleotideos e aminoacidos) observados em todos os sitios de todas as sequéncias em uma
arvore filogenética ideal. Nesta categoria, os algoritmos utilizam critérios matematicos,
geralmente uma func¢do objetiva, para medir a correlagdo entre as arvores estimadas e os
dados (alinhamento). A melhor arvore, neste caso, é aquela cujo resultado da funcao atinge o
valor 6timo (segundo sua func¢do objetiva) quando comparado com as demais arvores
estimadas (FELSENSTEIN, 2004; YANG, 2006). Os critérios utilizados para escolha desta
“melhor arvore” sdo caracteristicos de cada método desta classe. Uma vantagem clara destes
meétodos é que ndo requerem necessariamente que haja sobreposicdo de todas as sequéncias, e
que analisam todos os sitios de todas as sequéncias, aproveitando a informac¢ao completa do
alinhamento ao invés de comprimi-la.

Para o método de Maxima Parcimoénia, o critério de otimizacdo é minimizar o numero de
mudancas de caracteres para uma arvore, portanto, a arvore mais parcimoniosa é aquela com o
menor numero de substituicdes (FITCH, 1971; YANG, 2006). Em inferéncias baseadas em
Maxima Verossimilhanga, o valor da verossimilhanca (fornecido em escala logaritmica devido
aos valores extremamente baixos obtidos do calculo da fun¢ao) da arvore é usado para medir o
ajuste (fit) de determinada arvore aos dados, e a arvore de maxima verossimilhanga é aquela
com o maior valor obtido no calculo da funcdo e portanto escolhida como a melhor arvore
(YANG, 2006). A inferéncia por maxima verossimilhanc¢a resume-se no calculo probabilistico
entre arvore e alinhamento, ou seja, aquela arvore (topologia e comprimento de ramos) com
maior probabilidade de explicar a evolucdo das sequéncias observadas. A inferéncia bayesiana,
por fim, escolhe a melhor arvore baseada em sua probabilidade posterior, que significa a
probabilidade daquela arvore ser a mais proxima do real dado o alinhamento (YANG, 2006).

Analises bayesianas foram desenvolvidas a partir da funcdo de Maxima Verossimilhanga,

portanto diferem quanto a utilizacao de priors na primeira. O prior é uma informacao a priori
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da distribui¢cdo probabilistica de um parametro (YANG, 2006; 2008). Assim, as inferéncias
bayesianas incluem a incerteza relacionada a um determinado parametro (SALEMI;
VANDAMME; LEMEY, 2012; SOARES, 2012; YANG, 2006; 2008).

Apesar de lidarem bem com grandes conjuntos de dados, métodos de Maxima
Parcimoénia apresentam um problema capital: a inferéncia ndo se baseia em um modelo
explicito de evolu¢do molecular a ndo ser a pesagem de caracteres (YANG, 2006). Por isso as
topologias estimadas com MP estao sujeitas a artefatos na topologia que também ocorrem em
inferéncias estatisticas (ML ou bayesiana) que utilizam modelos simplistas de evolucao (YANG,
2006). Por outro lado, tendo-se uma matriz incluindo mais de mil terminais e ultrapassando 12
mil pares de base, abordagens bayesianas para a inferéncia filogenética sao proibitivas com os
programas atuais (IZQUIERDO-CARRASCO; SMITH; STAMATAKIS, 2011; STAMATAKIS, 2006;
STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008). O principal obstaculo encontrado pelos métodos
bayesianos ao lidarem com a escala do presente alinhamento é a extrema dificuldade de
convergéncia e mistura das cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) (MILLER et al., 2002;
YANG; RANNALA, 2012). Ainda nao existem meios para inferir uma grande filogenia de forma
confiavel utilizando os programas atuais baseados em anadlises bayesianas, e por isso a
abordagem ndo foi usada para inferir a topologia. No entanto, como sera explicado adiante,
analises bayesianas sdo ideais para calculos do tempo de divergéncia, pois sdo capazes de
acomodar a incerteza dos parametros e das datas adotadas como calibragdes (ver Datacao
Molecular adiante para detalhes).

Portanto, a partir dos critérios descritos acima, a Maxima Verossimilhanca foi escolhida
como melhor método para a reconstrucao filogenética dos géneros de Passeriformes nesta
dissertacdo, por apresentar vantagens metodolégicas e computacionais. Esta escolha buscou
primeiramente adequar o método de reconstrucao a magnitude do conjunto de dados gerado

no alinhamento final. Métodos de ML sdo notorios por lidarem facilmente com centenas de
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taxa em tempo e performance computacionais relativamente rapidos, garantindo excelentes
resultados tanto com dados simulados quanto reais (IZQUIERDO-CARRASCO; SMITH;
STAMATAKIS, 2011; STAMATAKIS, 2006; 2006; STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008;
YANG, 2006). Em termos absolutos, 0 método ideal de reconstrucao seria aquele que rodaria o
mais rapido de todos, e algumas analises com ML podem durar semanas, como a do presente
trabalho. No entanto, apesar de esta ser uma afirmacido verdadeira, nao considera a
performance do método na recuperacao da melhor arvore. Os algoritmos de ML estdo cada vez
mais rapidos e eficientes com os meios de paralelizacdao, que sdao formas de contornar a
demanda computacional de um simples processador para a inferéncia, distribuindo uma
mesma inferéncia em multiplos processadores, acelerando a obtencdo dos resultados sem
perturbar da performance do método. As vantagens computacionais da ML, portanto,
consistem no alto poder de resolu¢do do método quando se trata de grandes alinhamentos,
dispondo de excelentes recursos computacionais como os algoritmos de paralelizacao,
garantindo um tempo relativamente rapido de performance para analises computacionalmente
intensas (STAMATAKIS, 2006). Vantagens metodoldgicas consistem no poder do método em
incorporar complexos modelos de substituicdo, de forma a aproximar de forma mais eficaz a
inferéncia a realidade biologica (YANG, 2006; YANG; RANNALA, 2012). Os métodos de ML
atuais também possuem estrutura poderosa para estimar os parametros dos modelos mais
complexos e testar hipoteses, fornecendo uma topologia robusta, especialmente em casos de

grandes alinhamentos (YANG; RANNALA, 2012).

0 Método de Mdxima Verossimilhanca

Desde o primeiro estudo que aplicou um algoritmo baseado em maxima verossimilhanca em

sequéncias nucleotidicas para fins filogenéticos (FELSENSTEIN, 1981), o método tem sido
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amplamente utilizado, devido a sua robustez em inferir a arvore correta mesmo quando ha
violacdo dos pressupostos utilizados em seus modelos (YANG, 1994). Estudos com simulacdo
de YANG et al. (1994) verificaram que a inferéncia por ML frequentemente produzia a mesma
arvore para um mesmo alinhamento, mesmo sob diferentes modelos evolutivos.

A verossimilhanca é definida como a probabilidade condicional de se observar os dados
(alinhamento), quando uma hipdtese é apresentada (topologia), a partir dos parametros
fornecidos (modelo evolutivo) (YANG, 2006). Mutagdes sao eventos ao acaso, cuja
probabilidade de ocorréncia ao longo de um ramo pode ser calculada utilizando os principios
de maxima verossimilhanca (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Assim, cada sitio é tratado
individualmente, assumindo que sua evolucdo tenha sido de forma totalmente independente
dos demais (YANG, 2006). Para uma tnica sequéncia, todo e cada sitio contribui para o calculo
final da funcdo de ML, portanto o método aproveita de fato toda a informac¢do disponivel na
sequéncia, dispensando compactagdes como métodos de distancia (NEI; KUMAR, 2000; YANG;
RANNALA, 2012).

A ideia principal por tras da inferéncia por ML é estimar a topologia, 0s comprimentos
de ramos e os parametros do modelo evolutivo (e.g. taxas de transi¢do/transversao, frequéncia
de bases e variacbes nas taxas de substituicio entre os sitios), que juntos maximizam a
probabilidade de se observar as sequéncias fornecidas no alinhamento. Uma férmula
simplificada do calculo de verossimilhanca seria:

L(alinhamento | arvore, modelo evolutivo)

Onde L é o valor da verossimilhan¢a para a probabilidade de encontrar o alinhamento
condicionada a uma topologia (“arvore”) e os comprimentos de ramos e parametros de
substituicao (“modelo evolutivo”). Os valores encontrados para “arvore” e parametros do

“modelo evolutivo” que maximizarem o valor de L sdo tidos como a estimativa da maxima
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verossimilhanga (Maximum Likelihood Estimate — MLE). Isto significa que os valores estimados
para topologia, comprimento de ramo e parametros de substituicdo nucleotidica em uma MLE
representam a maior probabilidade de se explicar as sequéncias do alinhamento observado em
um contexto evolutivo (FELSENSTEIN, 2004; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012; YANG,
2006). Portanto, a arvore que apresentar os valores estimados na MLE é tida como a melhor
arvore conhecida de maxima verossimilhanca (Best-Known Likelihood Tree).

Vale observar que a funcao de maxima verossimilhanca ndo deve ser confundida com
uma probabilidade per se (FELSENSTEIN, 2004; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Apesar
de ser definida em termos de probabilidade, a funcdo é a probabilidade do evento observado
(alinhamento), e ndao a probabilidade dos pardmetros desconhecidos. Os parametros ndo tém
probabilidade porque eles ndo dependem do acaso mas sim sdo calculados diretamente a
partir do alinhamento (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012).

Maximizar a verossimilhang¢a de uma Unica arvore, entretanto, nao é o maior desafio da
reconstrucdo filogenética por ML. A tarefa mais complexa é encontrar a “melhor arvore”,
aquela dentre todas as topologias possiveis que maximiza a verossimilhan¢a global (SALEMI;
VANDAMME; LEMEY, 2012). O nimero de topologias possiveis aumenta astronomicamente ao
se inserir mais taxa, chegando a superar o numero de &tomos no universo para meros 50 taxa
(STAMATAKIS, 2006). Os parametros do modelo e os tamanhos de ramo precisam ser
calculados para cada arvore e em seguida, a arvore que fornecer a maior verossimilhanga é
selecionada. Devido ao imenso niumero de topologias, testar individualmente cada arvore para
seu valor de verossimilhanga (busca exaustiva) é computacionalmente impossivel
(IZQUIERDO-CARRASCO; SMITH; STAMATAKIS, 2011; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012;
STAMATAKIS, 2006). Assim, métodos de busca heuristica sdo utilizados, os quais exploram
parcialmente o espaco amostral implementando diferentes estratégias, para sugerir as

melhores arvores obtidas em tais buscas (YANG, 2006).
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A maior desvantagem da necessidade de usar métodos heuristicos é que ndo existem
formas dos algoritmos de busca garantirem a localizacdo da melhor arvore no enorme espago
de todas as topologias possiveis (YANG, 2006). Como consequéncia de ndo explorar
completamente o espaco amostral, o algoritmo de busca pode ficar preso nos 6timos locais ou
ilhas, que consistem em regides do espaco de arvores que apresentam valores relativamente
altos de verossimilhanca, porém nao representam o maximo global. Isto se agrava a medida

que se acrescentam mais taxa a reconstrucao (YANG, 2006).

Mdxima Verossimilhangca no Programa Raxml

Os otimos locais sdao uma preocupacao fundamental de desenvolvedores de programas
para reconstrucao filogenética por ML, e atualmente métodos de heuristica sdo extremamente
eficientes em lidar bem com as ilhas. O método de heuristica mais utilizado é o Full-Tree
Rearrangement, que consiste na geracao de uma arvore inicial (que pode variar de acordo com
o programa, no caso do RAxML, a arvore inicial é uma arvore de MP), e um numero n de
arvores a partir de modificagdes estruturais na arvore inicial, seguindo um conjunto de regras
especifico. Para cada arvore modificada a partir da original sua verossimilhanca é calculada, e
quando o programa ndo consegue mais identificar melhorias no valor de verossimilhanca
dentre todas as analisadas, a melhor arvore (aquela com maior valor de verossimilhancga) é
escolhida. Um programa desenvolvido em 2006, RAXxML (Randomized Axelerated Maximum
Likelihood) (STAMATAKIS, 2006), emprega uma estratégia de busca onde a probabilidade de
ficar preso em 6timos locais foi muito reduzida em relacdo a programas anteriores.

Até recentemente, os desenvolvedores do RaxML recomendavam realizar multiplas inferéncias
ou “corridas” independentes com o programa, para garantir que o programa nao ficou em um

6timo local muito distante do 6timo global. Certamente, multiplas inferéncias consistem
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basicamente em testes de topologia, que iniciam a busca pela melhor arvore a partir de
diferentes pontos, pois cada corrida gera sua propria arvore inicial, a qual sofrera rearranjos
internos independente das outras corridas. No entanto, recentemente o programa RaxML
recebeu implementac¢des ainda mais complexas para lidar com os 6timos locais em arvores
muito grandes (muitos taxa), utilizando o algoritmo de rapid bootstrapping (STAMATAKIS;
HOOVER; ROUGEMONT, 2008). Nesta implementacdo, os autores desenvolveram um método
extremamente rapido para a tarefa mais ardua nas analises filogenéticas, o bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985) e o aliaram a uma eficiente exploracdao do espaco amostral na busca pela
arvore de ML.

O bootstrap é uma técnica padrao para avaliar estabilidade topolégica de uma arvore
com pequenas alteracoes dos dados de entrada (alinhamento) (FELSENSTEIN, 1985). Na
técnica tradicional de bootstrap, sdo geradas pseudo-réplicas do alinhamento original a partir
da amostragem aleatdéria com reposicao de colunas de sitios, e com isso sdo criadas novas
matrizes do mesmo tamanho (comprimento e numero de taxa) da original. Em cada matriz
réplica algumas colunas do alinhamento podem se repetir e outras sequer serem amostradas,
uma vez que a amostragem, além de ser aleatéria, repde as colunas amostradas novamente na
matriz original. Assim, enquanto algumas colunas podem constar repetidas vezes em uma
réplica, outras podem nao fazer parte dela, modificando os dados originais no alinhamento
réplica (FELSENSTEIN, 1985). Para cada réplica de alinhamento, uma arvore-réplica é
reconstruida sob os mesmos parametros fornecidos para a reconstrucdo filogenética do
alinhamento original. A frequéncia que cada ramo é encontrado nas arvores-réplica é a
proporc¢ao do bootstrap. Assim, o bootstrap é um indicativo da consisténcia dos ramos internos
para grupamentos filogenéticos. O valor de bootstrap nos ramos mede a repeticdo dos ramos
dentro do conjunto de réplicas construidas, mas é frequentemente interpretada como a

confiabilidade dos ramos na arvore de ML (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012; YANG, 2006).
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No algoritmo de rapid bootstrapping (RBS) (STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT,
2008), os autores conseguiram reduzir em mais de uma ordem de magnitude a demanda
computacional e o tempo de performance do bootstrap tradicional. Os autores também
desenvolveram uma forma de associar, em uma unica analise, os resultados obtidos do RBS a
busca pela arvore de ML de uma forma mais rapida e ainda mais otimizada, chamada pelos
autores de fast ML search (STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008). Ambos serao
descritos brevemente dada a sua complexidade, e para detalhes, consultar o trabalho original
(STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008). O funcionamento do algoritmo RBS comeca
gerando uma arvore inicial a partir do alinhamento original, otimizando-a sob a fun¢do de ML.
Em seguida, a cada dez arvores-réplica de bootstrap, o algoritmo retorna ao alinhamento
original e gera uma nova arvore inicial aleatoria e repete o procedimento de otimizacao até a
nona réplica. Este procedimento visa evitar ao maximo que o programe fique preso em 6timos
locais. Apos otimizar a arvore inicial sob os pardmetros da fungdo ML, esta arvore é usada
como arvore inicial da inferéncia-réplica seguinte, e assim sucessivamente para todas as nove
réplicas. Assim, o intervalo de nove réplicas entre uma nova arvore inicial e a préxima é
otimizado em série. As otimizagcdes das arvores-réplica sdo sequenciais, ou seja, a primeira
arvore otimizada sob ML serve como arvore inicial para otimizacdo da segunda réplica ML, e
assim sucessivamente até a nona réplica, onde o programa retorna novamente ao alinhamento
original e gera uma nova arvore inicial. O procedimento se repete até satisfazer o numero de
réplicas indicado pelo usuario para a analise de RBS na linha de comando do programa.

Por fim, como mencionado, o algoritmo RBS pode ser combinado com uma inferéncia de
ML em uma tunica analise através de uma linha de comando especifica (ver manual RaxML,
2006). O método chamado rapid ou accelerated ML search (STAMATAKIS; HOOVER;
ROUGEMONT, 2008) é feito apos todo o procedimento de RBS descrito acima, e se diz

accelerated porque sua busca é orientada a partir das arvores ja otimizadas pelo procedimento
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anterior, reduzindo o tempo de busca em relacdo as analises tradicionais que comegam do
Zero.

Assim, o novo algoritmo proposto por Stamatakis e colaboradores (2008) permite uma
inferéncia filogenética em um tempo computavel para alinhamentos como o deste trabalho, e
por isso foi escolhido. O método de RBS, em suma, faz multiplas buscas a partir de diferentes
pontos em uma uUnica corrida, retornando a cada dez réplicas ao alinhamento original e
gerando uma nova arvore inicial. A cada nova arvore gerada, as nove réplicas seguintes sao
consecutivamente otimizadas, e em seguida, o processo de busca pela melhor arvore se inicia a
partir das arvores obtidas do RBS. Este procedimento acrescenta uma etapa adicional de
robustez na inferéncia, pois a otimizacao da arvore final é baseada em inferéncias otimizadas
do alinhamento na forma de réplicas de bootstrap.

Portanto, o algoritmo do RAXML é veloz, diminuindo do tempo computacional da busca
heuristica e ao mesmo tempo mantendo extrema eficiéncia em obter arvores bem resolvidas. O
RAxML é capaz de encontrar melhores arvores com menor consumo de memoria e reducao do
tempo computacional (Stamatakis, 2006), e sua heuristica explora uma fragdo maior do espaco
amostral em relacdo a outros programas. Isso permite uma inferéncia filogenética robusta
mesmo com grandes quantidades de terminais taxondmicos (STAMATAKIS, 2006;
STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008).

Ao utilizar a abordagem de ML como método de reconstrucao filogenética, um modelo
do processo evolutivo que explique as diferencas entre as sequéncias observadas deve ser
especificado. Como dito anteriormente, a inferéncia por ML calcula a probabilidade de o
modelo evolutivo escolhido ter gerado as sequéncias nucleotidicas observadas em uma
determinada topologia; e a filogenia de maxima verossimilhanca é aquela cuja probabilidade
final destes calculos é a maior dado o alinhamento (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Com

efeito, a escolha do modelo evolutivo é de grande impacto na inferéncia por ML.
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Modelos evolutivos sao um conjunto de pressupostos acerca do processo de
substituicao nucleotidica nas sequéncias (NEI; KUMAR, 2000; YANG, 2006). Eles irdo descrever
as diferentes probabilidades de mudan¢a de um nucleotideo para outro ao longo da filogenia,
permitindo testar diferentes hipdteses para explicar os dados observados e escolher a melhor
delas. De uma maneira geral, modelos mais complexos se adequardo melhor aos dados do que
0s mais simples, pois quanto mais complexo, maior é o numero de parametros a serem
inferidos pelo modelo (NEI; KUMAR, 2000). Entretanto, um alto nimero de parametros nao
somente torna a inferéncia computacionalmente dificil, mas também aumenta o erro
(variancia) para cada parametro (NEI; KUMAR, 2000). Isto é particularmente problematico
para métodos de distancia, que por comprimirem muito a informacéo filogenética em simples
valores de distancia média entre sequéncias, sdo incapazes de detectar mudangas mais sutis
que aquelas sequéncias podem ter sofrido ao longo do tempo, como diferencas nas taxas de
transcricdo e transversao e reversoes (YANG, 2006; YANG; RANNALA, 2012).

Métodos de ML sdo capazes de lidar bem com as limitagdes impostas em modelos
baseados em distancia, e apresentam baixa sensibilidade a variancia gerada para muitos
parametros (NEI; KUMAR, 2000). Na verdade, é recomendado que métodos atuais de ML
utilizem modelos complexos, especialmente para grandes conjuntos de dados onde a
divergéncia genética entre as espécies tende a ser alta (YANG, 2006; YANG; RANNALA, 2012).
Esta é a razao pela qual os desenvolvedores do RAXML disponibilizam somente o modelo mais
paramétrico existente, o General Time Reversible (GTR) (LANAVE et al,, 1984). No GTR, um total
de oito parametros (seis possibilidades de mudanca de uma base em outra; frequéncia de
bases diferente de 1 e diferencas entre transicdes de transversdes) sao estimados a partir do
alinhamento e ndo apresentam restricoes (como uma proporg¢ao fixa de nucleotideos), por isso
todos os parametros sdo chamados livres (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). O GTR estima

diferentes probabilidades de transi¢oes e transversoes, diferentes frequéncias nucleotidicas e
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seis taxas distintas de substituicdo (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012).

Um fendmeno bem-estabelecido em evolucao molecular é que a taxa de substituicdao pode
variar nao somente entre sequéncias (computado pelo modelo evolutivo per se), mas também
entre os sitios de uma mesma sequéncia (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012; YANG, 2006).
Diferentes regides de um mesmo gene ou posicdes de um cddon podem apresentar taxas
distintas de substituicdo, o que pode ser explicado pela presenca de diferentes forgas
evolutivas para os sitios em questdo (STAMATAKIS, 2006; YANG, 1994). Uma abordagem
comum para considerar a heterogeneidade de taxas entre sitios € utilizar a distribuicdo gamma
(YANG, 1994), categorizando as diferentes taxas de substituicdo estimadas no alinhamento e
associando os sitios as respectivas taxas. Entretanto, assim como no bootstrap, calcular a
distribuicao gamma para todos os sitios é extremamente arduo e complexo, e impossivel de ser
computado com mais de quatro categorias em grandes alinhamentos (STAMATAKIS, 2006). No
RAxML esta limitagdo é claramente expressa pelos autores, que alertam no préprio manual do
programa ser impossivel de modificar o numero de categorias gamma pelo usuario
(STAMATAKIS, 2006; 2006).

Para contornar as limitagdbes no numero de categorias, porém estimar maiores
categorias de heterogeneidade de sitios, os desenvolvedores do RAxML propuseram a
aproximacdo CAT (STAMATAKIS, 2006). CAT é chamado aproximacao ao invés de modelo, pois
ela depende em ultima analise do modelo gamma. A ideia basica de CAT é acomodar a
heterogeneidade de taxas durante a busca pela arvore ML, navegando rapidamente pelo espago
topologico somente onde as arvores apresentam altos valores otimizados pela fungdo gamma
(STAMATAKIS, 2006; STAMATAKIS; HOOVER; ROUGEMONT, 2008). Alexandros Stamatakis, ao
publicar a aproximacao CAT (STAMATAKIS, 2006), fez rigorosos testes com simulacdes para
verificar o quao confiavel era a inferéncia da heterogeneidade das taxas entre CAT e gamma, e

concluiu que as arvores CAT ndo somente eram equivalentes a inferéncia gamma, mas que
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frequentemente geravam valores de verossimilhanca maiores em grandes alinhamentos. E
necessario enfatizar que as arvores obtidas por CAT e gamma ndo sdo comparaveis a nao ser
que a funcao -z implementada no RAxML seja utilizada (IZQUIERDO-CARRASCO; SMITH;
STAMATAKIS, 2011). Isto se da pois quanto mais categorias, mais parametros sao estimados e
consequentemente maios é a verossimilhanca, e essa fung¢do corrige os valores CAT-gamma
para devidas comparac¢des. Portanto, a aproxima¢do CAT é fortemente recomendada para
inferéncias com conjuntos de dados com mais de 1.000 taxa, e portanto foi adotado neste
estudo (IZQUIERDO-CARRASCO; SMITH; STAMATAKIS, 2011; STAMATAKIS, 2006).

A escolha das abordagens para a reconstrugao filogenética, como programa, modelo e
tipo de bootstrap, foi primariamente favorecida por fornecerem atualmente o ambiente
computacional ideal para grandes alinhamentos. No entanto, mesmo com argumentos solidos e
tedricos de base para utilizar estes métodos, fiz um teste final para verificar estatisticamente o
melhor modelo para o presente alinhamento, além de também testar possiveis esquemas de
particdo e os melhores modelos para cada esquema. Particdes sdo ocasionalmente necessarias
caso haja uma diferenga exorbitante entre as taxas evolutivas dos diferentes genes ou sitios no
alinhamento. Porém, particoes ndo devem ser feitas indiscriminadamente por aumentarem em
demasia o numero de parametros a serem estimados (cada particao precisara ter todos os
parametros GTR estimados, por exemplo), o que por sua vez aumenta de forma desnecessaria a
demanda computacional. Frequentemente esquemas excessivos de particio fornecem
estimativas piores caso o alinhamento ndo as requeira (LANFEAR et al,, 2012). O programa
PartitionFinder 1.0.1 (LANFEAR et al,, 2012) foi utilizado para verificar os possiveis esquemas
de particao. O PartitionFinder ndo possui uma versao capaz de lidar com todo conjunto de
dados deste trabalho, assim como os programas para inferéncia do tempo de divergéncia (ver

adiante). Logo, tanto para verificar esquemas de particdo quanto para a datagdo molecular, um

56



alinhamento reduzido foi construido para tornar possiveis estas andlises (ver adiante para
critérios adotados para a reducao).

O melhor esquema de particdo foi identificado pelo critério de informac¢do bayesiana
(bayesian Information Criterion - BIC), pois é capaz de acomodar a incerteza na estimativa dos
parametros (SULLIVAN; JOYCE, 2005). Além disso, o algoritmo evita a super-parametrizacao,
penalizando o ajuste excessivo do modelo aos dados (RANNALA, 2002), sendo portanto o
método mais conservador para selecionar modelos evolutivos e a necessidade de se
particionar o alinhamento (SULLIVAN; JOYCE, 2005). O PartitionFinder rejeitou parti¢des
adicionais ao alinhamento, estimando o melhor modelo para toda a matriz em GTR+GAMMA
com sitios invaridveis, uma categoria de heterogeneidade que aloca aqueles sitios com
probabilidade nula de terem sofrido qualquer substituicdo. Como isto é muito improvavel,
especialmente para grandes sequéncias e um grande numero de taxa (SALEMI; VANDAMME;
LEMEY, 2012; YANG, 2006), preferi adotar neste trabalho o aumento das categorias possiveis
de heterogeneidade a assumir probabilidades nulas de substituicao.

Todas as analises filogenéticas foram feitas no servidor online CIPRES Science Gateway
(MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2012). Para inferéncia da topologia sob ML foi usada a

versdo 7.3.2 do programa RaxML-HPC (STAMATAKIS, 2006).

Refinamento Amostral para a Andlise Final de Mdxima Verossimilhanga

Em toda analise filogenética que se baseie em sequéncias de diferentes comprimentos, é
comum que a propor¢ao de sitios informativos entre as sequéncias mais longas e as mais
curtas seja muito grande (WIENS, 2003; 2005). Com esta despropor¢do, as sequéncias mais
curtas acabam por nao fornecer sinal filogenético suficiente, gerando o fendmeno conhecido

como rogue taxa (ou taxa “desonestos”) (ABERER; KROMPASS; STAMATAKIS, 2013; ABERER;
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STAMATAKIS, 2011). Rogue taxa (“rogues”) sdao aqueles terminais da arvore cujas sequéncias
sdo muito curtas ou pouco informativas (WILKINSON, 1996), e frequentemente se inserem em
pontos aleatodrios na arvore a cada reconstrucao.

Isto é particularmente problematico quando se deseja inferir quais ramos sao bem
suportados na analise. Rogues, por assumirem posi¢des variadas em cada reconstrucao, podem
resultar em topologias conflitantes entre diferentes réplicas de bootstrap, o que em ultima
analise gera uma arvore-consenso de baixa resolu¢do (ABERER; KROMPASS; STAMATAKIS,
2013). Rogues sao responsaveis por redugdes, frequentemente drasticas, nos valores de
suporte de ramo, sendo particularmente perigosas quando a reconstrucdo filogenética se
baseia nas proprias réplicas de bootstrap, como é o caso do RBS+ fast ML search (ABERER;
KROMPASS; STAMATAKIS, 2013).

Com grandes alinhamentos, os efeitos de rogues sdo mais frequentes, e atualmente
algoritmos sdo capazes de identificar as sequéncias redutoras dos valores de suporte,
permitindo uma resolucdo maior para a arvore filogenética como um todo (ABERER;
KROMPASS; STAMATAKIS, 2013). O algoritmo RogueNaRok, disponivel no servidor online
http://exelixis-lab.org/roguenarok.html (ABERER; KROMPASS; STAMATAKIS, 2013), é capaz
de identificar os rogues a partir da arvore de ML e do conjunto de réplicas de bootstrap obtidos
no RAxML. Cada taxon recebe entdo um valor numérico, que age como um indice qualitativo
que define “o qudo rogue é determinado taxon”. Na verdade, este indice mostra o quanto
melhoraria a resolucdo geral da arvore e dos valores de bootstrap se aquele taxon fosse
removido (ABERER; KROMPASS; STAMATAKIS, 2013). O limite (threshold) para considerar um
taxon como rogue depende da perspectiva do pesquisador (Aberer, comunica¢do pessoal). Ou
seja, o RogueNaRok identifica os potenciais rogues presentes na analise, cabendo ao

pesquisador estabelecer o valor de corte para considerar um taxon como um rogue de fato. Isto
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¢ uma vantagem do método de identificacdo e remocdo de rogues, pois permite definir o
tamanho amostral taxondmico de acordo com o objetivo da analise.

Como a intencdo deste trabalho é apresentar a maior filogenia de Passeriformes em
nivel de géneros até momento, optei por manter a maior diversidade possivel, estabelecendo
um valor de corte conservador de 0,5. O usuario também pode fazer o programa ignorar taxa
em particular na identificacdo de rogue, forcando sua presenca na arvore. Dezesseis taxa,
Passeriformes incertae sedis (GILL; DONSKER, 2012), constaram na lista de “ignored” no
RogueNaRok com intuito de tentar resolver sua posicao filogenética. Um total de 58 taxa foram
removidos do alinhamento original, restando 1061 géneros.

Este alinhamento foi rodado no RAXML sob exatamente os mesmos parametros usados
para o primeiro alinhamento (1119 géneros), exibindo uma topologia praticamente idéntica.
Como o aumento nos valores de bootstrap foi notavel por toda a arvore, o alinhamento de 1061
taxa (rogues excluidos) foi o utilizado para gerar a arvore filogenética final deste trabalho,
sumariada na Figura 1. De forma a fornecer uma noc¢ao detalhada da composicao das familias,
todos os géneros-tipo estiveram presentes. A Unica excecdo foi a exclusdao do género tipo da
familia Cotingidae (Tyrannides, Suboscines), para a qual o género Cotinga foi identificado como
rogue. Na topologia primaria, porém, Cotinga se inseriu dentro de Cotingidae, ndo afetando seu

monofiletismo de forma alguma quando removido.
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Datacido Molecular

Um Breve Historico do Relégio Molecular

Na década de 1960, a descoberta de que proteinas (e posteriormente, moléculas de
DNA) apresentavam uma taxa constante de substituicdo ao longo do tempo iniciou um novo
paradigma em biologia evolutiva (KUMAR, 2005). A teoria do relogio molecular
(ZUCKERKANDL; PAULING, 1965) mostrou que era possivel estimar o tempo de divergéncia
entre os diferentes ramos na filogenia, e em consequéncia, identificar quando as linhagens
divergiram a partir de um ancestral na escala geoldgica. Atualmente a teoria do reldgio
molecular é um dos principais pilares que sustentam toda a area de evolu¢cdao molecular (HO;
PHILLIPS, 2009; KUMAR, 2005).

No entanto, algumas décadas depois da grande descoberta do relégio em 1965,
diferentes autores comecaram a se questionar sobre o carater estrito do relégio proposto por
Zuckerkandl e Pauling. No inicio da década de 1990, estudos comecavam a evidenciar que as
taxas de substituicio poderiam ndo ser verdadeiramente constantes, como foi originalmente
proposto, mas sim variavam consideravelmente entre as linhagens e entre diferentes
marcadores (KUMAR, 2005). O termo “relégio molecular relaxado” foi cunhado por volta desta
época, para descaracterizar o aspecto estrito da abordagem, pois até entdo todas as analises
baseadas na teoria do reldgio molecular s6 permitiam o uso de marcadores que apresentavam
uma taxa de mutacao constante (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Portanto todos os
marcadores precisavam passar por testes de taxa relativa ou testes de verossimilhanca relativa
(likelihood ratio test) (FELSENSTEIN, 1981; 1985), que estimavam o quanto as sequéncias se
adequavam ao modelo de relégio estrito. Somente era possivel estimar os tempos de

divergéncia com os marcadores que passavam nos testes de verossimilhanca relativa,
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comportando-se como um verdadeiro “relégio”, sofrendo mutagdes a intervalos regulares no
tempo e proporcionais a distancia filogenética dos organismos analisados (KUMAR, 2005; NEI;
KUMAR, 2000; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012). Dessa forma, poucos marcadores se
encontravam disponiveis para as datacdes moleculares, e cada marcador sé podia ser
analisado individualmente, pois ja havia fortes evidéncias de que cada marcador possuia um
relogio proprio (KUMAR, 2005; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012; YANG, 2006). Os testes de
consisténcia de taxas (FELSENSTEIN, 1985), além de verificar se as sequéncias se encaixavam
no modelo de mutacoes regulares, calculavam também esta propria taxa. (KUMAR, 2005). Esta
taxa geral do alinhamento era utilizada para calibrar as datagdes com o reldgio estrito,
representando o numero de diferencas esperadas por unidade de tempo (HEDGES et al., 1996;
SIBLEY; AHLQUIST, 1990). A calibragdo é um pressuposto fundamental na reoria do relogio,
pois informava de quanto em quanto tempo as sequéncias sofriam mutag¢des esperadas pela
sua taxa relativa. Posteriormente, métodos relaxadores do relégio molecular foram essenciais
para acomodar as diferentes taxas de mutac¢do ao longo da evolucao de genes e linhagens, o
que permitiu o uso de multiplos loci e um maior tamanho amostral taxonémico nas inferéncias
de tempo de divergéncia (KUMAR, 2005; NEI; KUMAR, 2000). Além disso, com esses métodos
foi possivel calibrar o relégio molecular em uma escala temporal absoluta e ndo dependente de
taxa relativa, fixando a data de um ou mais no6s na filogenia com base nas informagdes
geologicas (geralmente fosseis) (YANG; RANNALA, 2006; YANG; YODER, 2003).

As primeiras formas propostas para relaxar o reldgio representaram, na verdade,
formas de reduzir o carater estrito do relégio global de Zuckerkandl e Pauling (1965), pois
somente nas abordagens bayesianas o rel6gio molecular foi de fato “relaxado” por algoritmos
especificos (KUMAR, 2005; SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012; THORNE; KISHINO; PAINTER,
1998). Os primeiros relégios relaxados, portanto, mais reduziram o rigor do reldgio estrito do

que propriamente o relaxaram. Tais métodos foram de extrema importancia para a ascensao
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das analises bayesianas com o mesmo propodsito (KUMAR, 2005; YANG, 2006). O reldgio
molecular local (RAMBAUT; BROMHAM, 1998; YODER; YANG, 2000) permitia a existéncia de
diferentes taxas para os ramos, porém ainda assumia que as taxas permaneciam constantes ao
longo do ramo. O método de verossimilhanca penalizada foi inspirado no reldgio local, porém
avaliava explicitamente através de uma funcao de verossimilhanga as possiveis taxas entre os
ramos, mantendo taxas semelhantes para ramos mais préximos e vice-versa (SANDERSON,
1997; 2002). Os relogios locais e a verossimilhanca penalizada foram os grandes
representantes da primeira geracao de reldgio molecular relaxado (HO, 2009).

Em seguida, a abordagem bayesiana permitiu relaxar de fato os pressupostos do relogio
molecular (THORNE; KISHINO; PAINTER, 1998). Duas principais abordagens existem
atualmente. A primeira, o reldgio auto-correlacionado (THORNE; KISHINO, 2005; THORNE;
KISHINO; PAINTER, 1998) possibilitou pela primeira vez incorporar a variacdo das taxas ao
longo do tempo em um ramo, porém estas taxas estariam necessariamente relacionadas a taxa
do ramo ancestral. A segunda abordagem consiste no relégio ndo correlacionado (DRUMMOND
et al, 2006), que como o nome indica, ndo assume nenhum tipo de correlacdo ente o ramo
ancestral e o descendente. Neste modelo de reldgio relaxado, as taxas de substituicao variam
livremente para cada ramo seguindo uma distribuicdo probabilistica subjacente (e.g. fungdes
normal, lognormal, ou gamma).

O segundo importante avang¢o trazido com o relégio molecular relaxado foi a
possibilidade do uso de calibracdoes temporais em vez de calibragdes por taxa de evolucao
(KUMAR, 2005). Logo os primeiros métodos de relégio molecular relaxado permitiam calibrar
a inferéncia temporal com datas geoldgicas para um ou mais nds da filogenia, tipicamente
através do registro féssil. Os comprimentos de ramos estimados a partir das sequéncias eram
entdo convertidos em tempo geoldgico, permitindo inferir a idade absoluta das linhagens

(SANDERSON, 1997; YANG; RANNALA, 2006). Assim, era possivel estimar os tempos de
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divergéncia em uma filogenia usando ndo somente multiplos loci com diferentes taxas
evolutivas, mas também fornecer uma escala temporal absoluta a priori para estimar os
comprimentos de ramos relativos ao tempo geoldgico.

As abordagens bayesianas novamente forneceram outro avan¢o quanto as calibragdes
temporais, pois sdo capazes de incorporar a priori a incerteza temporal das datas de fosseis e
eventos geoldgicos na andlise, através de bounds, ou limites para idades minima e maxima de
um fossil (YANG; RANNALA, 2006; YANG; YODER, 2003). A incorporacao a priori da
informacdo é explicitada nas analises bayesianas como uma distribuicdo probabilistica
adjacente ao parametro a ser estimado (e.g. data de um no6 utilizando um ponto de calibragao).
Essa incorporacao a priori da informacdo é comumente chamada de prior, e os priors podem
ser explorados com diversas abordagens estatisticas (HO, 2009; PARHAM et al.,, 2012; YANG;
RANNALA, 2006). Os priors sao ideais para calibracdes fdésseis, pois permitem acomodar
diferentes densidades de probabilidade para um determinado parametro. Por exemplo, para
um determinado fdssil de 15 Ma pode-se associar um prior para esta data com uma
distribuicao probabilistica em particular. Essa distribuicdo pode ser explicitada, por exemplo,
numa curva normal, onde ha um intervalo de confianca em torno da idade média do féssil. Os
valores préximos a média apresentariam maior probabilidade de serem a idade do n6é em
particular, enquanto os valores mais distantes da média apresentariam probabilidades

menores, porém ndo-nulas (Figura 4).
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Figura 4: Distribuicdo probabilistica do tipo Normal, gerada para acomodar a informacao a priori (prior) sobre a
incerteza da data de uma calibragdo f6ssil em um né em particular (exemplo do texto). Neste tipo de distribuicao,
os valores com maior probabilidade da data correta do determinado féssil se distribuem ao redor da data média
(15 Ma), e os valores mais distantes tém menores probabilidades. A vantagem dessa distribuicdo para fdsseis,
além de acomodar uma densidade probabilistica para a idade correta, permite estabelecer limites (bounds) nao-
nulos tanto para mais quanto para menos em rela¢do a idade fornecida. Isto permite que o programa de inferéncia
ndo se restrinja exclusivamente na area fornecida para o prior, mas vasculhe valores mais verossimeis mais jovens
ou mais antigos para a data do n6 em questdo, caso os valores fornecidos para o prior sejam sub-6timos nos
calculos realizados pelo programa. A area cinza indica a densidade da distribui¢do para os valores com 95% de
confianca.

Calibragées Fésseis

O registro fossil em Aves é reconhecidamente fraco em fornecer detalhes acerca da
evolucdo geral do grupo, por ser extremamente raro e fragmentado (CRACRAFT, 1973; VAN
TUINEN; HEDGES, 2001). O esqueleto pneumatico dificulta o processo de fossilizacdo quando
comparados aos ossos densos de mamiferos. Em Passeriformes esta dificuldade se acentua
ainda mais, pois os membros da ordem sdo em geral muito pequenos e sempre foram
majoritariamente associados a florestas, onde a fossilizagdo é ainda mais rara (ERICSON;
IRESTEDT; JOHANSSON, 2003; MAYR, 1958). No entanto, nas ultimas décadas publicagdes com
fosseis de varios grupos de aves, inclusive Passeriformes, tém formado um acervo notavel e

extremamente util para utilizacao dessa informac¢do em analises de datacao molecular.
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A escolha de fosseis como ponto de calibracdo requer muita aten¢do do pesquisador.
Tais escolhas precisam seguir um conjunto de critérios para avaliar ndo somente a data e a
posicdo do féssil na filogenia, mas também sdo fundamentais para determinar a forma e a
densidade do prior na calibragdao (PARHAM et al.,, 2012). Estes autores propuseram uma forma
extremamente criteriosa para a validacdo de fdsseis para seu uso como calibracdes em
datacdes moleculares, sugerindo uma abordagem baseada em espécimes para justificar pontos
de calibracdo baseados em dados paleontolégicos (PARHAM et al., 2012).

As principais preocupacdes de PARHAM et al. (2012) foram levadas em consideragao na
presente dissertacdo: 1) numero de acesso do espécime depositado em colecao de museu; 2)
descricao suficientemente detalhada dos caracteres relevantes para o taxon; 3) uma diagnose
baseada em alguma apomorfia para o grupo associado ao fossil ou uma analise filogenética
explicita; 4) descricdo geografica e geoldgica detalhadas de onde o féssil foi encontrado e 5)
uma referéncia explicita a data do féssil e ao método com que ela foi obtida (datacdo de
radioisotopos por exemplo). Certamente nem todas as descricdes de fésseis anteriores ao
estudo de PARHAM et al. (2012) se preocuparam em fornecer todos os detalhes propostos, ou
mesmo o proprio fossil descrito impde limitacdes para o aprofundamento da descrigdo ou
associacdo sistematica refinada. Ainda sim, todos os fésseis utilizados nesta andalise satisfaziam
todos ou grande quantidade dos requisitos, resumidos na Tabela 2.

A partir destes critérios, foi possivel reunir um total de 16 calibragdes fosseis internas a
Passeriformes, representando todos os grandes grupos da ordem, incluindo Suboscines
(BALLMANN, 1969) e todas as grandes linhagens Oscines como Menurae (BOLES, 1995),
Meliphagoidea (BOLES, 2005), Corvoidea, Sylvioidea, Muscicapoidea e Passeroidea (JENO;
JANOS, 2012) (ver Figura 6). As datas descritas nos artigos originais foram todas padronizadas
a partir da Geologic Time Scale 2012 (GRADSTEIN et al., 2012). Algumas descri¢des fésseis, em

especial as mais antigas, nao forneciam datas numéricas, mas sim o periodo geoldgico (e.g.
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Mioceno). A partir desses periodos, as datas medianas foram padronizadas para tais

calibragoes.
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Tabela 1: Sintese das informagdes obtidas para cada fé6ssil utilizado como ponto de calibragdo para os calculos do tempo de divergéncia em Passeriformes. A selegdo dos fésseis seguiu os
critérios do método baseado em espécimes sugerido por Parham et al,, 2012 (ver texto). As informagdes sdo organizadas por colunas, especificando exatamente o n6 calibrado; onde se
insere o n6 em termos de grandes grupos de Passeriformes; os limites (em milhdes de anos) usados para a data do f6ssil, representando os limites minimo e maximo da calibragdo (curva
normal); uma breve descri¢do do fragmento diagnéstico do féssil, que permitiu sua associagdo com confianca ao clado datado; nimero do espécime registrado em seu respectivo Museu;
localidade-tipo de onde o f6ssil foi extraido e a publicagdo original com a descrigdo do féssil. Quando o clado irmédo do féssil incluia muitas espécies sem um nome formal, somente um
nome foi registrado para aquele né (e.g. o fo6ssil de Meliphagidae calibra um né cujo grupo irméo inclui todos os Oscines menos duas linhagens, e o f6ssil Emberiza se encontra no meio da
diversidade de Passeroidea). Quando havia mais de um fdssil para um mesmo género no trabalho de Jeno e Janos (2012), foi dada preferéncia ao féssil mais antigo. O asterisco indica o né
de maior interesse deste estudo, e nas analises finais foi completamente excluido para verificar se a primeira divergéncia em Passeriformes ocorreu no Cretaceo ou no Paleégeno (para
maiores detalhes, ver Introducao).

Divergéncia

Clado inclusivo

Limites (bounds) das datas
inferiores e superiores (Ma)

Espécime Fossil (descrigdo
original)

Numero de Registro em Museu

Localidade-tipo Referéncias

Primeira divergéncia em

- . . Murgon -
Acanthisittia-Eupasseres * Passer.lf.or'mes entre' 55.52 Passeriformes gen. s'p: indet QM F20688, QM F24685 Queensland - Boles 1995a, 1997,
Acanthisittia e demais carpometacarpus et tibiotarsus Australia Worthy 2010
Passeriformes
. Eurylaimidae gen. sp. indet . .
Eurylaimidae-Pittidae Suboscines do Velho 20-16.9 tarsometatarsus, humerus et Wi-We ll (1937) 18189, 18188, Wlntershof'(West) Ballman 1969
Mundo 18191 Bavaria
ulna
Menurae - Oscines Riversleigh -
Atrichornis-Menura Basais 23-16 Menura tyawanoides metacarpus QM F.20887 (AR 11466) Queensland - Boles 1995b
Australia
Riversleigh -
Meliphagoi - i
Meliphagidae elip agg:iz?s Oscines 167 Meliphagidae gen. sp. indet QM F24684 Queensland - Boles 2005
Australia
Galerida-Alauda Alaudidae - Sylvioidea 23-15.97 Galerida “erhzlts;’s’s tibiotarsus, Litke 2, P 2010.5/1
Motacillidae - Nucleo o1
Anthus-Macronyx . 15.97-11.63 Anthus antecedens phalanga alae Fels6tarkany, P 2006.352/1
Passeroidea
Cinclus-(Turdidae,Muscicapidae) Nucleo Muscicapoidea 23-15.97 Cinclus major carpometacarpus Litke 2, P 2010.6
. Muscicapidae - Nucleo . . . Fels6tarkany—Felnémet 2/3, P
Muscicapa Muscicapoidea 15.97-11.63 Muscicapa leganyii coracoid 2010.23
Erithacus-Alethe Musucap.ldae ; Nucleo 15.97-11.63 Erithacus horusitzkyi ulna Matrasz616s 1, P 2008.335/1
Muscicapoidea
Luscinia-Brachypteryx MUS'\C/II Ezz‘j:;o} dl\lel;cleo 23-15.97 Luscinia praeluscinia coracoid Litke 2, P 2010.8.
= North H 2012
o Certhioidea - Nucleo - . _ Rudabanya 2, MAFIV.11,130.1; v, \orthHungary - Jeno &Janos 20
Certhia-Tichodroma ) X 11.63-5.33 Certhia janossyi coracoid
Muscicapoidea 29205
. Phylloscopidae - Phylloscopus miocaenicus et
Phylloscopus-Seicercus L. 15.97-11.63 FelsGtarkany, P 2006.352.2
Sylvioidea phalanga alae
Lanius-Corvinella Laniidae - Corvoidea 15.97-11.63 Lanius schreteri scapula FelsGtarkany—Felnémet, P 2010.30
Bombycilla Bombycilloidea - 23-15.97 Bombycilla hamori tibiotarsus Litke 2, P 2010.9/1
Muscicapoidea
Sturnidae - Nucleo .. Rudabanya 2, MAFI V. 11.131.1; V.
Sturnus Muscicapoidea 11.63-5.33 Sturnus kretzoii carpometacarpus 29206
Emberiza Emberizidae - Nucleo 23-15.97 Emberiza bartkoi humerus Litke 2, P 2010.11/1

Passeroidea
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Inferéncia dos Tempos de Divergéncia com o Programa BEAST

Como dito anteriormente, a ideia basica da abordagem bayesiana é a distribuicdo da
probabilidade dos parametros, incorporando a incerteza acerca de seus possiveis valores
(YANG, 2006). Esta distribuicdo a priori dos parametros a serem estimados é chamada prior
distribution, e é obtida a partir da avaliacdo objetiva de evidéncias prévias ou pela opinido
subjetiva do pesquisador (YANG, 2006).

A inferéncia bayesiana é na verdade uma modificagdo da fun¢do de verossimilhanca,
sendo igualmente dependente da amostra (alinhamento) (SALEMI; VANDAMME; LEMEY, 2012;
YANG, 2006). Depois de fornecida a distribuicdo do prior, o algoritmo calcula a distribuicdo
posterior do parametro condicionada ao alinhamento (YANG, 2006). Todas as inferéncias
relativas ao parametro sdo baseadas na distribuicao posterior (YANG, 2006).

Neste trabalho, utilizei a inferéncia pelo rel6gio molecular relaxado nao correlacionado
com o algoritmo implementado no programa BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis by
Sampling Trees) (DRUMMOND et al., 2006; 2012), que utiliza uma integracio MCMC (Markov
Chain Monte Carlo) para inferir tanto a topologia quanto o tempo de divergéncia em filogenias.
No caso deste estudo, a topologia foi estimada a partir de um alinhamento reduzido no RAxML
e fixada como arvore inicial para o BEAST, para que o programa estimasse somente o
comprimento dos ramos e sua idade absoluta. Como comentado anteriormente, este
procedimento foi necessario devido as limitacdes dos programas atuais de inferéncia
bayesiana, pois devido aos problemas de mixagem e convergéncia das cadeias MCMC (YANG;
RANNALA, 2012), os programas atuais ndo apresentam uma boa performance em inferéncias
filogenéticas de grandes taxa, gerando resultados pouco confiaveis (REIS; YANG, 2011; YANG;
RANNALA, 2012). Para de fato testar este pressuposto, tentei rodar o alinhamento completo

para datacao em dois programas muito usados em inferéncia bayesiana, BEAST (DRUMMOND
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et al, 2012) e MCMCTREE (YANG, 2007). Ambos os programas falharam em convergir suas
analises, comprovando a necessidade de reduzir o alinhamento para uma datacdo molecular
confiavel.

A reducdo do alinhamento consistiu em incluir somente de duas a trés das maiores
sequéncias por familia monofilética. Em familias ndo recuperadas como clados, inclui também
0s géneros responsaveis por violar o monofiletismo das familias (arvore final, 1.061 géneros).
Além disso inclui também o primeiro né de um clado endémico do Novo Mundo, possibilitando
inferir de forma mais precisa a data do inicio da diversificagdo daquele clado no continente.
Todos os géneros incertae sedis também foram mantidos para manter a topologia o mais
proximo possivel da original. O alinhamento para a datagdo molecular compreendeu 329
géneros, e todas as 122 familias presentes no alinhamento original estiveram presentes na
versdo reduzida. A topologia foi estimada no RAXML com os mesmos parametros usados no
alinhamentos completos, apresentando minimas diferengas topoldgicas quando comparada
com a arvore de 1119 e 1061 géneros, e tais diferencas serdo comentadas ao longo do texto
quando necessario.

Baseado nas justificativas acima, analises de tempo de divergéncia foram inferidas no
programa BEAST 1.7.4 (DRUMMOND et al.,, 2012) com o alinhamento reduzido no servidor
CIPRES (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2012). O BEAST na verdade é um pacote de
programas interdependentes que realizam diferentes etapas da reconstrucao
filogenética/temporal, onde o arquivo de saida de um programa é usado como entrada de
outro. Fazem parte do pacote BEAST programas como BEAUTI], Tracer e TreeAnnotator, e
serdo explicados em cada etapa em que foram utilizados.

Analises no BEAST requerem como entrada um arquivo .xml gerado na interface
BEAUTi 1.7.4 (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) (DRUMMOND et al., 2012). O arquivo .xml

gerado pelo BEAUTI contém todas as informacdes necessarias para as inferéncias, desde o
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alinhamento, a arvore inicial (ou, no caso deste estudo, a topologia fixada para estimativa
somente do tempo de divergéncia) e a distribuicdo probabilistica dos priors.

Ap6és inserir o arquivo .xml como entrada no BEAST, os pardmetros para a analise de
datacao foram especificados neste. A opcdo para o tipo de relégio foi “relégio molecular
relaxado nao correlacionado log-normal” (Uncorrelated Lognormal clock). O modelo de
substituicao nucleotidica selecionado foi GTR+I' (com 5 categorias). O prior escolhido para a
arvore foi o modelo de especiacdo seguindo o processo de Yule (Speciation: Yule Process)
(GERNHARD, 2008). Este prior assume uma taxa de especiacdo constante por linhagem, e seu
unico parametro, o “yule.birthRate”, representa a taxa média do nascimento de uma linhagem
(DRUMMOND; RAMBAUT, 2007)

Os outros priors utilizados foram para as calibracdes fosseis dos nos e da raiz (Tabela
2). Estes priors seguiram uma distribuicao normal (Figura 4), pois como mencionado, este tipo
de curva permite a incorporacao da incerteza dos dados de forma mais conservadora, podendo
variar tanto para mais quanto para menos em relacdo a média (HO; PHILLIPS, 2009). Para
todas as distribuicdes destes priors, a média da curva normal foi um calculo simples da média
entre a data minima e maxima do féssil (Tabela 2).

O prior configurado para a primeira calibracdo foi referente a raiz da arvore, incluindo
Passeriformes e seu grupo irmao Psittaciformes (clado Psittacopasserae) (SUH et al.,, 2011;
WANG; BRAUN; KIMBALL, 2012). A densidade para a calibragdo deste né teve uma média de 82
Ma (WRIGHT et al., 2008) com um desvio padrdo de 2 Ma. Em seguida, foi configurado o prior
da primeira divergéncia de Passeriformes, que tem sua idade minima sustentada pelo féssil
mais antigo da ordem, achado nos depositos australianos do inicio do Eoceno (55 Ma) (BOLES,
1995; 1997). Adicionalmente, 15 fdsseis, grande parte descrita na ultima década, fornecem
uma oportunidade inédita de se utilizar multiplos pontos de calibragdo na datacao de

Passeriformes (Tabela 2). A densidade da curva normal para estes 15 outros priors foi
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calculada com a média entre as datas minima e maxima obtidas na Tabela 2 e um desvio
padrao variando entre um e dois milhdes de anos, de forma a acomodar o intervalo de 95% de
credibilidade para cada caso.

Como um dos principais objetivos deste trabalho foi testar a data da primeira
divergéncia de Passeriformes viventes, foram rodadas duas analises independentes no BEAST,
uma contendo a calibracdo Acanthisittia-Eupasseres e outra sem nenhum prior para este no.
Desta forma, os parametros puderam variar livremente, funcionando como um teste de
validacdo da calibracdo do n6 de interesse. As diferentes corridas do BEAST ndo geraram datas
com mais de 6 Ma de diferenca. A separacdo de Acanthisittia de Eupasseres foi inferida em 54
Ma com o n6 calibrado e 60 Ma sem o prior para o nd, ou seja, a origem do grupo no Paleoceno
foi recuperada mesmo sem nenhuma restricdo a priori. Portanto, com o objetivo de discutir a
origem da ordem de forma mais conservadora, as datas obtidas na analise sem a calibracao
para o n6 Acanthisittia-Eupasseres foram utilizadas como finais para este estudo (Tabela 3).

Cinco cadeias MCMC foram rodadas no servidor CIPRES (MILLER; PFEIFFER;
SCHWARTZ, 2012) para cada uma das duas analises, com e sem a calibracao. Para cada uma
das duas corridas foram rodadas 140 x 10° geracdes, amostrando a cada intervalo de 1000
geracoes. O periodo de burn-in é referente ao inicio das cadeias MCMC, apresentando as
arvores iniciais geradas pelo programa rumo a convergéncia dos parametros. O valor de
descarte das arvores como burn-in é verificado no Tracer. O burn-in padrao (10%) foi
suficiente para a convergéncia de todos os parametros.

O arquivo de saida do BEAST .log contém as informacoes estatisticas da corrida pos
burn-in, e foi analisado no programa Tracer 1.5 (RAMBAUT; DRUMMOND, 2007), que permite
visualizar o panorama geral da corrida, exibindo os valores médios do tamanho de amostra
efetivo (Effective Sample Size ou ESS). O ESS é o numero de amostras independentes que

equivalem as amostras auto correlacionadas produzidas pelo MCMC (DRUMMOND et al,
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2006). Estes valores fornecem uma medida para verificar se as cadeias correram por um
tempo suficiente, cujo valor ideal é superior a 200 (DRUMMOND et al., 2006). Quando os
valores de ESS sdo superiores a 200, dizemos que os parametros para aquele prior
convergiram. Todos os priors na presente analise convergiram apds descartadas as arvores do
periodo de aquecimento (burn-in), equivalente a 5 x 106 geracdes (aproximadamente 10%,
como o valor padrdo recomendado pelo desenvolvedor do programa).

As arvores (saida .trees do BEAST) foram sumariadas no programa TreeAnnotator, que
condensa todas as estimativas posteriores e de idade dos n6s em uma arvore final. Apos
removido o burn-in, as arvores restantes foram sumariadas usando a op¢do Maximum Clade
Credibility, que baseia a soma das estatisticas na arvore que apresentar maior valor de

probabilidade posterior nos nds.

Testes de Consisténcia

Testes envolvendo reconstrucdes filogenéticas utilizando diferentes estratégias de
amostragem taxonomica e molecular sdo reconhecidos por aferir a robustez dos resultados
(CHESSER; HAVE, 2007). Até aqui, neste trabalho, foram geradas trés topologias por ML. A
primeira representa a inferéncia do alinhamento original (1.119 géneros), sendo as outras
duas reorganizacdes deste, variando somente o tamanho amostral taxondmico, mantendo
todos os nove loci. A topologia final deste estudo, feita ap6s a exclusdao dos rogues (1.061
géneros) e a topologia reduzida para inferéncia do tempo de divergéncia (329 géneros), se
mostraram-se extremamente similares ao primeiro resultado quanto as rela¢des familiares, e
idénticas para o monofiletismo e relacdes e dos grandes grupos.

Adicionalmente, outros dois testes com foco na variacdo da amostragem de caracteres

foram conduzidos. O primeiro deles consistiu em remover todas as sequéncias que nao se
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apresentavam sobreposicdo no alinhamento, de modo a permitir plena comparagdo entre
todos os taxa. Esta verificacdo foi feita estimando as distancias genéticas no programa MEGA
5.0 (TAMURA et al,, 2011), e para todo par de sequéncias cuja distancia ndo pdde ser calculada
por auséncia de sobreposicdo, a menor sequéncia foi removida. Isto resultou em um
subconjunto de 816 géneros com pelo menos alguma sobreposicdo entre si. Em seguida, este
alinhamento foi submetido a uma analise de ML no RAxML, utilizando exatamente os mesmos
parametros deste estudo descritos anteriormente. O segundo teste envolveu uma reconstrucao
por ML sob os mesmo parametros anteriores, utilizando um subconjunto reduzido de
marcadores. Somente seis dos mais diversos loci (nd2, cytb, coxl, ragl, odc, myo) foram
utilizados para este teste, os quais concentravam cerca de 80% de todos os géneros presentes
na andlise original. Ambos os testes resultaram em topologias praticamente idénticas as
anteriores, com todos os grandes clados e suas relacdes recuperados.

Portanto, um total de cinco testes diferentes, variando o tamanho amostral genético e
taxondmico, geraram resultados extremamente similares para o foco deste estudo. Testes
como estes de fato corroboram os resultados filogenéticos a serem apresentados a seguir, e

sustentam de forma robusta a discussao neles baseada.
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Resultados & Discussao
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Aspectos Gerais da Ordem Passeriformes

Dada a magnitude dos resultados finais deste estudo, uma versao resumida da arvore
final de ML é exibida na Figura 5. Esta arvore foi gerada a partir de nove loci (cinco
mitocondriais e quatro nucleares) e 1061 géneros Passeriformes, para testar o monofiletismo
das familias e suas relacdes filogenéticas em larga escala. A Figura 5 exibe as relagdes
filogenéticas entre as 122 familias presentes neste estudo. Familias monofiléticas sdao exibidas
como uma Unica linhagem.

De todas as familias amostradas, 34 sdo monogenéricas de acordo com a classificacdao
utilizada (GILL; DONSKER, 2012), e somente a familia Pomatostomidae teve somente um de
seus dois géneros amostrados. Todas as 87 familias restantes, no entanto, puderam ser
formalmente testadas quanto ao seu monofiletismo, pois incluiam pelo menos dois géneros
representantes. Géneros responsaveis por violar o monofiletismo das familias e géneros
classificados incertae sedis também sao exibidos na Figura 1.

Somente 12 familias, dentre as 87 testadas, ndao foram recuperadas como grupos
monofiléticos e sdo destacadas com asteriscos na Figura 5. Em todos estes casos, no entanto,
somente um Unico género foi responsavel pelo parafiletismo de sua familia original, mantendo
todo o resto da diversidade desta num grupo monofilético. Para detalhes, ver a secdo dedicada
aos Casos de Parafiletismo adiante. Os resultados obtidos nesta analise, portanto, mostram que
a classificacdo atual para as familias de Passeriformes sdo fortemente coerentes com sua
historia evolutiva, refletindo em grande parte grupos naturais. Ademais, grande parte das
relacdes filogenéticas propostas na presente topologia se mostraram bem resolvidas e
altamente suportadas, ao contrario das politomias esperadas para as divergéncias mais

profundas em grupos de intensa radiacdo adaptativa como Passeriformes.
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Figura 5: Relagdes filogenéticas entre as 122 familias presentes neste estudo, gerada com nove loci (cinco
mitocondriais e quatro nucleares) e 1061 géneros Passeriformes. Familias monofiléticas sdo exibidas como uma
Unica linhagem. Asteriscos indicam familias parafiléticas, dois asteriscos foram marcados em Thraupidae pois
tanto esta quanto Cardinalidae ndo foram recuperadas (ver Casos de Parafiletismo para detalhes). Familias em
negrito estdo representadas por mais de um género Somente valores de bootstrap maiores que 50 sio exibidos. A
linha horizontal indica o nimero de mudancas ao longo do ramo. Nomes para os grandes grupos seguem Sibley &
Ahlquist. Letras vermelhas representam os noés cuja divergéncia provavelmente estaria ligada aos principais
eventos de quebra da Gondwana: (A) Separacdo de Acanthisittia-Eupasseres; (B) Isolamento de Oscines na placa
australiana e (C) Rompimento da conexdo entre Africa e América do Sul, isolando os dois grandes grupos de
Suboscines Tyrannides e Eurylaimides. Mapas representam a configuracdo das placas continentais durante a
ruptura da Gondwana durante os intervalos de tempo estimados para os respectivos nds A, B e C. Abreviagdes
para as placas continentais seguem América do Sul (Sa); Africa (Afr); India (In); Madagascar (M); Antartica (Ant);
Australia (Aus) e Nova Zelandia (NZ).

Devido a limita¢des espaciais, os grandes grupos tradicionalmente monofiléticos em
Passeriformes serdo indicados ao longo do texto pelo nimero de géneros constituintes do
clado e valor de bootstrap (BP) em parénteses. Como mencionado anteriormente, as
inferéncias dos tempos de divergéncia basearam-se em um alinhamento reduzido (329
géneros), contendo todas as 122 familias e as principais linhagens discutidas no texto. Como
este alinhamento reduzido foi gerado somente para tornar possivel a inferéncia no BEAST (ver
Métodos para detalhes) a topologia deste alinhamento ndo sera discutida, por apresentar
menos sinal filogenético em relacao as reconstrucdes anteriores. No entanto, a arvore deste
alinhamento reduzido é exibida de forma simplificada na Figura 6, somente para fornecer um
panorama geral do tempo de divergéncia entre os grandes grupos de Passeriformes, bem como
a distribuicao das calibracdes fésseis ao longo da topologia. As datas dos principais nos
discutidos no texto se encontram sumariadas nas Tabelas 3 e 4. Todos os conflitos entre a
arvore reduzida e a final serao mencionados e discutidos ao longo do texto.

O estudo de Sibley & Ahlquist (1990) foi de fato o maior e mais abrangentes para as
relacdes de Passeriformes desde os primeiros estudos com a ordem até o presente estudo (ver
Introducdo). Apesar de criticas ao método e alguns de seus resultados terem se mostrado

insuficientes para resolver certos clados na arvore, nenhum estudo apos Sibley e Ahlquist

(1990) utilizou um tamanho amostral tdo grande como o desses autores. Os grandes grupos
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propostos pelos autores sdo de grande interesse para entender os padrdes macroevolutivos da

grande diversidade de Passeriformes, e esta dissertagio é o primeiro estudo com uma

amostragem satisfatoria para estes fins.

78



Psittaciformes

Acanthisittia

[} D )
" ] Suboscines
Passeriformes —+
]
S
2 —_— ]
;
Oscines | Oscines Basais
]
]
—— ]
e ——— ]
[
———— Corvoidea
_ — 1
/‘I
-1 —|
]
[0}
/‘l
_— ]
I . . ~
L — | "Oscines de Transigao"
]
]
N — ] Sylvioidea
Passerida
@ . .
‘ e Muscicapoidea
"|: 5@ ——
—_ ]
Passeroidea
8.0
i —
Nucleo Passeroidea —E
9}
/‘l .
> Oscines Novempennatae
80 700 80 500 00 30 N0 00 Tempo (Ma)
Creticeo Superior BETEy otigocerio T PIORH fpoca

Figura 6: Escala temporal para Passeriformes. A arvore foi gerada com 329 géneros e nove loci no programa
RAxXML e os tempos de divergéncia calculados com o pacote BEAST. Por apresentar menor resolucao filogenética
em relacdo a arvore final (1061 géneros), esta arvore foi condensada para evidenciar somente o tempo de
divergéncia dos grandes grupos de Passeriformes e suas principais linhagens e clados (tridngulos). Os relégios
vermelhos representam os pontos de calibracdo utilizados com base nos fésseis na Tabela 2. Idades e periodos
seguem Gradstein et al. (2012).
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Subordem Acanthisittia e a Primeira Divergéncia em Eupasseres

Em meus resultados, Passeriformes (1061 géneros, 100 BP) foram divididos em trés
linhagens, representando as trés subordens atualmente reconhecidas (Figura 5). A subordem
Acanthisittia (um género) aparece como irma de Eupasseres (1060 géneros, 95 BP), contendo
este clado as duas subordens restantes: Suboscines (ou Tyranni; 284 géneros, 99 BP) e Oscines
(ou Passeri; 776 géneros, 99 BP). A primeira quebra no grande continente austral causou a
separacdo da Gondwana Oeste (Africa e América do Sul) da porc¢do Leste (Antartica, Australia,
india e Madagascar) no Creticeo superior (cerca de 120 Ma) (ALI; AITCHISON, 2008; ALI;
KRAUSE, 2011). A Gnica conexdo entre as duas massas continentais era uma ténue extensao da
América do Sul com a Antartica que perdurou até meados do Eoceno (Figura 5a, b). Logo em
seguida, o bloco formado por India e Madagascar se desprenderam da Gondwana Leste por
volta de 99 Ma (ALI; AITCHISON, 2008; ALI; HUBER, 2010; CHATTERJEE; GOSWAMI; SCOTESE,
2012). Posteriormente, a placa Neozelandesa iniciou seu longo processo de desprendimento da
Gondwana Leste em 82 Ma (COOPER; MILLENER, 1993; GAINA et al, 1998; LAIRD;
BRADSHAW, 2004). A primeira divergéncia em Passeriformes entre Acanthisittia e Eupasseres
provavelmente esta associada com este ultimo evento, uma vez que Acanthisittia é endémica
da Nova Zelandia (DEL HOYO et al, 1992; ERICSON et al, 2002). Como a quebra entre
Gondwana Leste-Oeste e entre o bloco India-Madagascar e a Gondwana Leste ocorreram muito
antes do ancestral Passeriforme divergir, a separacdo da placa Neozelandesa da Antartica é
tida como o evento inaugural da ruptura da Gondwana Leste (COOPER; MILLENER, 1993), e
provavelmente isolou o ancestral Acanthisittia durante este processo (Figura 5a).

Minhas estimativas para a separacdo Acanthisittia-Eupasseres, durante o Paleoceno
meédio (61 Ma, Tabela 3), estdo de acordo com a data para o registro fossil mais antigo para

Passeriformes, encontrado em estratos do Eoceno inferior de 54 Ma (BOLES, 1995). No
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entanto, a0 mesmo tempo esta data é irreconcilidvel com as calibra¢des utilizadas para este
mesmo nod em estudos anteriores (BARKER et al, 2004; ERICSON et al, 2002), os quais
assumiram que Acanthisittia divergiram de Eupasseres exatamente no inicio da separacao
Gondwana-Nova Zelandia, no Cretaceo superior (82 Ma) (COOPER; MILLENER, 1993). Meus
resultados sugerem que ancestral de Acanthisittia e Eupasseres de fato foi capaz de manter
fluxo génico por toda Gondwana até o Paleoceno, cessando somente apds a formacdo da
passagem Cato (Cato Trough) (GAINA et al., 1998; SCHELLART; LISTER; TOY, 2006). Portanto,
estimativas anteriores para o inicio da diversificacdo dos grupos Passeriformes viventes foram
fortemente enviesadas em pelo menos 20 Ma.

Também de acordo com as datas obtidas neste estudo, durante a transicao Paleoceno-
Eoceno o ancestral Eupasseres deu origem as linhagens Oscines e Suboscines (55 Ma, Tabela
3). Novamente, esta data coincide com o proximo evento de ruptura gondwanico. Neste caso, o
respectivo evento geoldgico responsavel pela divergéncia Oscines-Suboscines provavelmente
foi a cisdo da conexdo entre Australia e Antartica (ALI; AITCHISON, 2008; HADDRATH; BAKER,
2012; WOODBURNE; CASE, 1996) (Figura 5b). Dados geoldgicos indicam que a deriva da placa
australiana iniciou ainda no Cretaceo (WOODBURNE; CASE, 1996). Porém, dispersoes
terrestres e intercambio da fauna entre Australia-Antartica ainda eram comuns até 55-52 Ma
(TAMBUSSI; DEGRANGE, 2012; WOODBURNE; CASE, 1996). Por volta dessa época, um mar
raso comegou a se formar rapidamente entre os continentes, rompendo definitivamente
qualquer conexao terrestre por volta de 42 Ma (LI; POWELL, 2001; WOODBURNE; CASE,
1996).

A formacdo de uma barreira maritima entre Australia-Antartica é claramente
concordante com minhas estimativas para a divergéncia Oscines-Suboscines no Eoceno médio
(55 Ma), indicando que esta pode ter representado um evento vicariante que resultou na

divergéncia dessas duas subordens. Este evento é corroborado em diferentes estudos com
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diferentes taxa, cujas divergéncias foram estimadas por volta da mesma data. Entre Aves, a
divergéncia entre as emas Sul-americanas e os casuares Australianos, foi inferida ter ocorrido
no Eoceno médio (HARLID; JANKE; ARNASON, 1998). Em mamiferos, a separacdo da ordem
monotipica Sul-americana Microbiotheria de um grande clado de marsupiais Australianos
também foi estimada no Eoceno médio (45 Ma) (NILSSON et al, 2004). Estes estudos
corroboram que a separacao das faunas Australo-Americanas ocorreu até a primeira metade
do Eoceno, e reforcam a possibilidade de um processo vicariante na separa¢do das duas
maiores subordens de Passeriformes. Este evento isolou o ancestral dos Oscines na placa
australiana, deixando o ancestral dos Clamatores restrito aos ultimos fragmentos gondwanicos
ainda conectados, Antartica e América do Sul (Figura 5b).

Deste momento em diante, as duas subordens de Eupasseres iniciaram um processo de
diversificacdo incomparavel a qualquer outro grupo de Aves (ERICSON; IRESTEDT;
JOHANSSON, 2003). Apds o isolamento, os Oscines se diversificavam timidamente na placa
australiana, e posteriormente iriam ocupar todos os nichos possiveis em basicamente todas as
regides do mundo assim que a Australia se conectasse a qualquer outro continente (BEECHER,
1953; BERESFORD et al,, 2005). Paralelamente, os Suboscines se especializavam em uma igual
infinidade de nichos, florestais e de areas abertas, apresentando uma das maiores radiacdes
autdctones de Aves no continente Americano (CLARAMUNT, 2010; OHLSON et al,, 2013) e
colonizando com sucesso florestas tropicais do Velho Mundo como Africa, Madagascar e

Sudeste Asiatico (ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003).
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Suboscines (Subordem Tyranni)

A subordem Tyranni é tradicionalmente dividida em duas infraordens, ambas
recuperadas em meus estudos. Os Tyrannides (272 géneros, 99 BP) sdo endémicos do Novo
Mundo, concentrados no Neotrdpico. O segundo clado corresponde aos Eurylaimides (12
géneros 100 BP), que sdo distribuidos em regides tropicais e subtropicais do Velho Mundo. As
historias de vida para estes dois clados de Suboscines sdao muito diferentes desde sua

separacdo do ancestral.

Tyrannides (Suboscines do Novo Mundo)

Os descendentes de Tyrannides sofreram uma incrivel radiagdo pelo Novo Mundo,
contendo hoje cerca de 1.200 espécies viventes (MOYLE et al., 2009; OHLSON et al., 2013;
TELLO et al,, 2009). Contrastando com seu enorme sucesso em numero de espécies, grande
parte da diversidade de Tyrannides esta restrita a regiao Neotropical (Américas Central e do
Sul) (DEL HOYO et al,, 1992). Na verdade, somente seis géneros viventes (quatro linhagens da
familia Tyrannidae) foram capazes de estender sua ocorréncia a América do Norte (DEL HOYO
et al, 1992), sugerindo que o ancestral Tyrannides possivelmente apresentava pouca
habilidade em dispersdes ou adaptacdo a climas mais frios. O registro fossil para esta
infraordem € escasso, e consiste em um unico espécime nao identificado do Mioceno inferior
encontrado em depoésitos da Patagdnia, Argentina (NORIEGA; CHIAPPE, 1993). Este tunico
fossil, portanto, ndo estende a distribuicdo do grupo para além do Neotrépico, sustentando a
ideia de baixa capacidade dispersiva do grupo.

Os Tyrannides sao atualmente divididos nas parvordens Furnariida (131 géneros, 100

BP) e Tyrannida (141 géneros, 99 BP) (OHLSON et al., 2013), também recuperadas em meus
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resultados (Figura 5). Em sequéncia, Furnariida é tradicionalmente separada em duas
superfamilias, Thamnophiloidea e Furnarioidea (OHLSON et al., 2013), porém meus resultados
questionam em parte essa classificacdo. Na Figura 5 € possivel verificar que Thamnophiloidea
sensu Ohlson et al. (2013) se mostrou parafilética, incluindo Furnarioidea (86 géneros, 100
BP) em sua diversidade e deixando a familia Thamnophilidae (42 géneros, 100 BP) como grupo
irmdo dos demais Furnariida (89 géneros, 22 BP). Especificamente, o clado responsavel por
romper o monofiletismo de Thamnophiloidea (Melanopareiidae-Conopophagidae) ¢é
frequentemente tido como problematico e de posicdo incerta (MOYLE et al.,, 2009). Estudos
anteriores encontraram resultados contraditorios para ess relacdo dentro de Furnariida.
Ohlson e colaboradores (2013) utilizaram 98 géneros para inferir as relagdes deste clado,
recuperando tanto Thamnophiloidea quanto Furnarioidea monofiléticas. Por outro lado, Moyle
e colaboradores (2009) apresentaram um tamanho amostral muito maior (124 géneros), e
seus resultados estiveram de acordo com os meus quanto ao posicionamento de

Thamnophilidae como grupo irmao do restante de Furnariida.
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Tabela 3: Principais nés em Passeriformes e seus respectivos tempos de divergéncia calculados com o programa
BEAST. A idade média estimada para o n6 é apresentada junto ao intervalo de credibilidade ou high posterior
density (HPD). Nomes separados pela barra indicam as duas linhagens que compartilham um mesmo né. O termo
“Linhagem” antes de um nome indica o inicio da radiacdo daquele clado.

Divergéncia Idade do N6 95% HPD
Acanthisittia/Eupasseres 60.9 54.9 - 67.8
Oscines/Suboscines 55.3 50.4 - 61
Eurylaimides/Tyrannides 44.2 40.1-48.2
Sapayoal(Eurylaimus, Philepitta) 20.5 18.6 -22.6
Furnariida/Tyrannida 39.8 36.3-43.5
Linhagem Furnariida 33.5 30.3-43.5
Linhagem Tyrannida 28.5 25.6-31.3
Linhagem Oscines 43.8 40.4 - 475
Linhagem Corvoidea 29.5 27 -32
Passerida/Petroicidae 32.2 30.1-34.3
Linhagem Sylvioidea 29.7 27.8-31.7
Linhagem Muscicapoidea 28.8 27 -30.7
Linhagem Bombycilloidea 22.8 20.7 - 25
Linhagem Certhioidea 24.9 225-275
Linhagem Nucleo Muscicapoidea 234 21.8-251
Linhagem Passeroidea 28.6 26.7 - 30.6
Prunella/Nucleo Passeroidea 24.3 22.6-26.1
Fringillidae/Oscines Novempennatae 20.4 18.9-22

A partir dos resultados obtidos neste estudo para os tempos de divergéncia, é possivel
verificar que os Furnariida comecaram a diversificar relativamente cedo, antes de seu grupo
irmdo Tyrannida. Entretanto, mesmo essa diversificacdo adiantada de Furnariida ao final do
Eoceno ndo parece ter restringido a radiacao subsequente de Tyrannida, iniciada somente no
Oligoceno médio (Tabela 3). Isto é ainda mais intrigante ao verificar que suas areas de
ocorréncia apresentam elevado grau de sobreposicio (DEL HOYO et al, 1992).

Uma possivel explicacdo para este padrdo seria uma imediata delimitacao de nichos

desde o ancestral das duas infraordens, aliada as dindmicas climaticas do Paledgeno médio-
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superior. Os Furnariida sdao aves preferencialmente de florestas densas, enquanto a grande
maioria dos Tyrannida ocorre em areas abertas, de baixa vegetacao e em bordas de mata
(WILLIS, 1976). E bem documentado na literatura que a fauna entomoldgica reduz
consideravelmente em periodos de resfriamento ambiental (SINCLAIR et al., 2003; WILLIS,
1976). Portanto, o periodo de forte resfriamento no inicio do Oligoceno (ZACHOS et al,, 2001)
pode ter confinado os Furnariida, que sao exclusivamente insetivoros (WILLIS, 1976), em
ambientes capazes de manter as temperaturas mais altas e estaveis, como florestas tropicais
(SINCLAIR et al., 2003). Estes ambientes, por sua vez, possivelmente conseguiam manter uma
maior fauna entomoldgica. Isto pode ter permitido os Furnariida se diversificarem
independentemente da baixa de temperatura global (ZACHOS et al., 2001), o que por sua vez
pode ter restringido as taxas de especiagdo em Tyrannida, que também apresentam grande
preferencia por insetivoria.

Logo em seguida, a subida dos Andes ao fim do Oligoceno (HOORN et al, 2010)
contribuiu para a elevagdo das temperaturas no Neotrdopico (ZACHOS et al, 2001),
intensificando o processo de desertificacdo na regiao. A exposicao de areas cada vez maiores de
savana ofereceu melhores condi¢cdes para a expansdo de Tyrannida. As altas temperaturas
também podem ter contribuido para a proliferacdo e diversificagdo nao somente de insetos,
mas de plantas frutiferas nas areas abertas, oferecendo uma maior variedade de nichos para
Tyrannida explorarem.

A parvordem Tyrannida em minha arvore (Figura 5) compreendeu trés linhagens,
Cotingidae (23 géneros, 100 BP), Pipridae (15 géneros, 100 BP) e a superfamilia Tyrannoidea
(103 géneros, 97 BP). Nesta parte da arvore houve um conflito entre a arvores final (1061
géneros) e a reduzida (329 géneros), sendo nesta ultima Tyrannida dividida em dois clados
somente, um contendo Cotingidae e Pipridae (4 géneros, 97 BP) e outro com Tyrannoidea. Na

arvore final (Figura 5), é possivel verificar que, com maior tamanho amostral taxonémico,
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Cotingidae separou-se de Pipridae, sendo esta irma de todos os outros Tyrannida com 57 BP.
Este resultado reforca novamente, como em Thamnophiloidea, a importancia de se utilizar
uma grande diversidade taxon0mica para se resolver relagdes entre grandes grupos. Neste
estudo, um clado com alto suporte em um tamanho amostral reduzido foi quebrado com o

aumento do tamanho amostral taxonomico.

Eurylaimides (Suboscines do Velho Mundo)

No Velho Mundo, os Eurylaimides passaram por uma histéria evolutiva completamente
diferente em relacdo ao seu grupo irmdo, os Suboscines do Novo Mundo. Atualmente, a
diversidade de Eurylaimides representa somente 4% dos Suboscines, porém sua distribuigao é
muito mais ampla, corroborada pelo seu registro fossil. Ao contrario de Tyrannides, que estao
basicamente restritos ao Neotrdpico, os Eurylaimides se encontram distribuidos
extensamente em regides florestais da Africa, Madagascar e Sudeste Asiatico (ERICSON;
IRESTEDT; JOHANSSON, 2003; MOYLE et al.,, 2006). Registros paleontologicos de camadas
geologicas do Mioceno localizadas em West Wintershof (Bavaria, Alemanha central)
(BALLMANN, 1969) fornecem evidéncias de uma distribui¢do ainda maior para Eurylaimides
no passado, superando os limites gondwanicos e chegando até as regides centrais da Europa
(MANEGOLD; MAYR; MOURER-CHAUVIRE, 2004; MOURER-CHAUVIRE, 1995). Com esta vasta
distribuicao, ndo é surpreendente que as hipdteses levantadas para explicar sua timida e
incrivelmente extensa diversificacao permanegam controversas.

A atual hipdtese levantada para explicar a origem e diversificagdo de Suboscines do
Velho Mundo (MOYLE et al, 2006) se inicia com uma longa dispersao do ancestral
Eurylaimides a partir da Gondwana rumo a placa Indiana no Cretaceo tardio (70 Ma). Nesta

época, a India ja se encontrava consideravelmente isolada da Gondwana, e o proto-Oceano
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indico ja consistia em mais de 2.000 km de mar aberto entre as duas massas continentais (ALI;
AITCHISON, 2008; CHATTERJEE; GOSWAMI; SCOTESE, 2012). Em seguida, de acordo com a
mesma hipdtese, a diversificacdo principal dos Eurylaimides se deu ap6s o contato da placa
Indiana com a Asiatica. Portanto, Moyle e colaboradores (2006) inferiram a origem de
Eurylaimides na Asia, com posteriores invasdes na Africa e Madagascar. Toda a hipétese de
Moyle e colaboradores (2006) foi baseada na mesma calibracao enviesada de Acanthisittia-
Eupasseres de outros trabalhos (BARKER et al, 2004; ERICSON et al, 2002). Minhas
estimativas para a divergéncia de Eurylaimides foram muito mais recentes, no Eoceno (44 Ma,
Tabela 3). Isso torna as minhas datas irreconciliaveis com qualquer parte da hipdtese atual
para Eurylaimides. Por volta de 44 Ma, a India se encontrava ja bem isolada da Gondwana (ALI;
AITCHISON, 2008), sendo improvavel qualquer Suboscines chegar nela por dispersdao, mesmo
considerando a capacidade dispersiva de Eurylaimides ser relativamente maior que
Tyrannides, a julgar pela presenca daqueles em areas de diferentes continentes. Portanto, a
partir de meus resultados e com base na literatura, proponho uma hipoétese alternativa para a
diversificacdo de Eurylaimides desde o momento de sua divergéncia do ancestral comum com
Tyrannides.

Minha topologia para Eurylaimides mostra respectivamente duas linhagens endémicas
de Madagascar (Philetpitta) e Africa (Pseudocalyptomena), sequencialmente posicionadas
como grupos irmaos de um grande clado Asiatico, apontando para uma origem africana para
toda a infraordem (DEL HOYO et al, 1992). Como mencionado, a distribuicdo atual de
Eurylaimides inclui Africa, Madagascar e Asia, com o registro féssil estendendo sua ocorréncia
até a Europa, enquanto seu grupo irmdo Tyrannides é primariamente Sul-americano
(ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003). Relages de linhagens irmas entre Africa e América
do Sul sao frequentemente encontradas para diferentes grupos taxonomicos (OLIVEIRA;

MOLINA; MARROIG, 2009; SCHRAGO; RUSSO, 2003). Contudo, evidéncias geoldgicas apontam
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para uma separac¢ao dos dois continentes durante o Cretaceo, ha 100 Ma (ALI; KRAUSE, 2011;
OLIVEIRA; MOLINA; MARROIG, 2009), o que ndo se adequa com as minhas estimativas para a
separacdo Tyrannides-Eurylaimides no Pale6geno (Tabela 3). Entretanto, estas estimativas sao
bem proximas de uma série de outras datas inferidas para a divergéncia de taxa de disjuncdo
trans-Altantica, como primatas do Novo Mundo (35-40 Ma) (SCHRAGO; RUSSO, 2003),
roedores Caviomorpha (45.4 + 4.1 Ma) (POUX et al,, 2006) e anfisbenideos (Amphisbaenia,
Lepidosauria) (40 Ma) (MULLER et al., 2011; VIDAL et al., 2008).

Dados geolégicos foram utilizados recentemente pra modelar as conexdes entre Africa e
América do Sul no Cenozodico, utilizando informa¢des do movimento horizontal das placas
tecdnicas, flutuacdes no nivel do Oceano Atlantico e sedimentacdo térmica da litosfera oceanica
(OLIVEIRA; MOLINA; MARROIG, 2009). Estes resultados de fato rejeitaram qualquer conexao
terrestre continua entre os continentes ap6s 100 Ma, no entanto, os autores apresentam fortes
evidéncias de que uma cadeia de ilhas oceadnicas provavelmente se manteve exposta até
meados do Eoceno (OLIVEIRA; MOLINA; MARROIG, 2009) (Figura 7). Ha 50 Ma, uma série de
ilhas ligadas a costa africana se adentravam no Oceano Atlantico, ligando-se a um grande placa
oceanica ao sul do Brasil chamada Rio Grande Rise, consolidando uma passagem terrestre
quase ininterrupta entre os dois continentes. H4 40 Ma (Figura 7), esta cadeia comecgou a se
fragmentar e tornou-se completamente submersa ha menos de 30 Ma (OLIVEIRA; MOLINA;
MARROIG, 2009). Estas evidéncias geoldgicas estdo plenamente de acordo com as estimativas

obtidas no presente trabalho.
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Figura 7: Reconstrugio da conexio trans-Atlantica entre Africa e América do Sul no Cenozéico, baseada em
informagdes do movimento horizontal das placas tectdnicas, flutuagdes no nivel do Oceano Atlantico e
sedimentacdo térmica da litosfera oceanica (Oliveira et al. 2009). Esta imagem mostra o momento em que a
cadeia de ilhas entre Africa e América do Sul comega a se fragmentar ha 40 Ma, data que coincide com uma
grande diversidade de divergéncias entre taxa irmdos em cada um dos continentes (ver texto para detalhes).

Assim, proponho uma origem Africana para Eurylaimides, cuja divergéncia esta
relacionada a quebra da conexdo Africa-América do Sul durante o Eoceno, com uma posterior
dispersao de suas linhagens para a regido Oriental. Esta hipdtese é corroborada por importante
estudo com a morfologia de Eurylaimides (PRUM, 1993) que através de caracteres osteologicos
e da siringe, também sugeriu uma origem Africana para o grupo.

Por fim, um ponto crucial precisa ser explicado para satisfazer completamente minha
proposta, a ocorréncia de fosseis Europeus de Eurylaimides, que estendem a distribuicao do
grupo para além de territérios da Gondwana. Em uma andlise de biogeografia cladistica em
larga escala, um estudo recente testou possiveis conexdes faunisticas entre territorios da
Europa e Gondwana durante o Paleoceno (EZCURRA; AGNOLIN, 2012). Neste estudo, os
autores encontraram fortes evidéncias para a formacao da Eurogondwana durante fim do
Cretaceo até meados do Eoceno. Neste periodo, a Europa se encontrava isolada da Laurasia por

grandes extensoes de mar, separada da América do Norte a leste pelo Oceano Atlantico e a
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oeste pelo Oceano de Thetis (EZCURRA; AGNOLIN, 2012).Entretanto, ao sul, a Europa formou
uma conexio com o Norte da Africa possivelmente pela reducdo do nivel do Mediterraneo no
Pale6geno inferior (MILLER, 2005), permitindo muitos taxa gondwanicos migrarem em
direcdo a Europa (EZCURRA; AGNOLIN, 2012). Posteriormente a Eurogondwana se desfez,
conectando a Europa a Asiamérica, restabelecendo a conformacdo da Laurasia original
(EZCURRA; AGNOLIN, 2012). A hipotese Eurogondwana foi proposta por Ezcurra e Agnolin
(2012) para explicar a ocorréncia de uma série de vertebrados tipicamente gondwanicos na
Laurasia e ndo o contrario, e fornece suporte para a hipdtese apresentada no presente trabalho

sobre a expansao de Eurylaimides da Gondwana para a Europa.

0 Enigmadtico Género Sapayoa

A Unica exceg¢do para a consisténcia geografica do isolamento dos Tyrannides no
Novo Mundo e Eurylaimides no Velho Mundo é o peculiar taxon Sapayoa aenigma. Este
género monotipico habita as florestas tropicais da América Central e Noroeste da
América do Sul, porém foi recuperado em minha analise dentro do clado Eurylaimides
(42 BP). Sapayoa sempre foi associado a Tyrannides, o que nao é de surpreender devido
a sua distribuicdo geografica. Entretanto, essa associacdo consistia mais em uma
convengdo geografica, pois Sapayoa ndo apresentava nenhuma sinapomorfia tipica dos
Suboscines do Novo Mundo (FJELDSA et al.,, 2003). Os detalhes da origem de Sapayoa no
Novo Mundo, entretanto, permanecem sob duvidas.

A afinidade de Sapayoa com os Eurylaimides foi evidenciada pela primeira vez
por Fjelsda e colaboradores (2003), e neste mesmo estudo os autores propuseram que
Sapayoa consistia em uma segunda linhagem de Suboscines nas Américas vinda

diretamente da Gondwana (a primeira, como ja mencionado, seriam os Tyrannides).
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Admitindo a proposta desta dissertagdo para origem e diversificacio de Eurylaimides
na Africa apés a separagio do ancestral Sul-americano, uma invasio das Américas por
Sapayoa diretamente da Gondwana seria improvavel. O principal argumento contra esta
hipdtese baseia-se na data inferida para a divergéncia de Sapayoa (20 Ma, Tabela 3)
nesta dissertacio, muito recente para qualquer tipo de comunica¢io Africa-América do
Sul (OLIVEIRA; MOLINA; MARROIG, 2009). Portanto, os resultados obtidos na presente
analise estariam mais de acordo com a origem Laurasiatica de Sapayoa proposta por
Moyle e colaboradores (2006).

Apés ter surgido na Laurasia, Sapayoa possivelmente adentrou as Américas a
partir da Europa, territério sabidamente habitado por eurylaimideos do Paledgeno
(BALLMANN, 1969; MANEGOLD; MAYR; MOURER-CHAUVIRE, 2004; MOURER-
CHAUVIRE, 1995). Esta travessia teria sido promovida por uma conexio entre América
do Norte e Europa no Atlantico Norte até o fim do Paleoceno, conhecida como North
Atlantic Land Bridge (NALB) (DENK; GRIMSSON; ZETTER, 2010; ERICSON, 2011). O
registro fossil para mamiferos de ambos os lados da NALB sdao extremamente
semelhantes (MCKENNA, 1983), e algumas aves atualmente consideradas endémicas do
Novo Mundo como beija-flores (Trochilidae) tém fdsseis identificados em estratos do
Pale6geno da Europa (MANEGOLD, 2008; MAYR, 2005). Por volta do Eoceno superior
(por volta de 40 Ma), porém, o registro de mamaliformes dos lados opostos a NALB ja
apresenta consideraveis diferenciacdes morfoldgicas, o que levou autores a sugerir que,
nessa época, a conexdo terrestre no Atlantico Norte ja ndo mais existia (DENK;
GRIMSSON; ZETTER, 2010; MCKENNA, 1983). Isto impediria também uma reconciliacdao
com as datas estimadas no presente trabalho para Sapayoa, no Mioceno inferior (20

Ma).
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Estudos recentes com abordagens geoldgicas mais detalhadas, no entanto,
indicam que algumas partes da NALB podem ter permanecido exposta por mais tempo.
Investigacdes da por¢ao Leste da NALB, que conecta a Europa a Groenlandia conhecida
como Greenland-Iceland-Faroe ridge, pode ter fornecido conexdes terrestres por todo o
Pale6geno (DENK et al, 2011; DENK; GRIMSSON; ZETTER, 2010; ERICSON, 2011) e
possivelmente até o Neodgeno (18-15 Ma) (MILNE, 2004; POORE et al, 2006). Isso
explicaria a ruptura mais recente do fluxo génico entre Sapayoa e os demais
Eurylaimides com o fim da NALB.

Contudo, infelizmente os argumentos para o fim efetivo da NALB com base em
divergéncias moleculares varia tremendamente, dependendo do grupo taxondémico em
cada estudo (DENK; GRIMSSON; ZETTER, 2010). A outra alternativa para a conexao de
faunas Eurasiaticas e Americanas € via Bering (muitas vezes também chamado Beringia
land bridge). Neste caso, a ruptura desta conexdo é bem-estabelecida de ter ocorrido no
Plioceno (5 Ma) (MARINCOVICH; GLADENKOV, 1999; MILNE, 2004). Neste caso, esta
rota seria menos provavel de ter gerado um evento vicariante para a separa¢do de

Sapayoa.

Oscines (Subordem Passeri)

O grupo irmao de Suboscines inclui cerca de 80% de toda a diversidade de

Passeriformes, os Oscines (776 géneros, 99 BP; Figura 5). Como mencionado, o trabalho de

Sibley e Ahlquist (1990) representou um grande paradigma para a classificacdo de

Passeriformes e seus grandes grupos. Seu principal resultado foi a distingdo de um grande

grupo de Oscines originado e centrado na regidao Australo-Papuasia, a parvordem Corvida, irma
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da segunda parvordem, Passerida, originada na Eurasia e posteriormente diversificando-se nas
por¢des continentais do Novo e Velho Mundos (BARKER, 2011; SIBLEY; AHLQUIST, 1990).
Analises moleculares mais recentes verificaram que Corvida é na verdade, um grupo
parafilético com Passerida inserido em sua diversidade (BARKER et al, 2004; BARKER;
BARROWCLOUGH; GROTH, 2002; ERICSON et al,, 2002) (ver Introducdo para detalhes). Esta
nova proposta alterou a hipdtese original de Sibley e Ahlquist (1990), na qual os autores
sugeriram duas diversificagdes paralelas entre Corvida (hemisfério Sul) e Passerida
(hemisfério Norte) em suas respectivas regioes de origem. Com efeito, a posicdo de Passerida

dentro de Corvida aponta toda a diversidade de Oscines para uma origem australiana.

A Pardfilética Linhagem Corvida

Meus resultados corroboram a origem australiana de Oscines, pois recuperei o
parafiletismo de Corvida com Passerida inserido em sua diversidade (Figura 5). O
parafiletismo de Corvida é evidente nao s pela insercao de Passerida, mas por um conjunto de
outras relacdes entre os grandes grupos. A quebra de Menuroidea, ja indicada por estudos com
hibridacao DNA-DNA (CHRISTIDIS; SCHODDE, 1991) foi outro grande responsavel pelo
parafiletismo de Corvida, também confirmada em minhas andlises. Nestas, Menuroidea se
dividiu em dois clados, Menurae (2 géneros, 100 BP), como grupo irmdo de todos os outros
Oscines, e o restante de Menuroidea no clado seguinte (Ptilonorhynchidae-Climacteridae; cinco
géneros, 100 BP). A siringe de Menurae é considerada distinta em relacao aos demais Oscines
desde Garrod (1876) (Figura 1, 5), e, portanto, condiz com sua posicao filogenética recuperada
no presente estudo (Figura 5). A ocorréncia de Menurae somente na costa Leste Australiana e
sua posicdo como grupo irmdo de todos os demais Oscines reforcam o papel da placa

Australiana em ter sido o ambiente primario do ancestral Oscines (ERICSON et al., 2002).
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De acordo com meus resultados, os primeiros Oscines iniciaram uma timida
diversificacdo na placa Australiana, durante a deriva desta rumo ao Norte durante a primeira
metade do Eoceno (Tabela 3, Figura 6). O parafiletismo de Corvida em meus resultados, além
dos mencionados parafiletismo de Menuroidea e insercdao de Passerida na diversidade de
Corvida, resulta na separa¢do de Oscines em trés grandes grupos: os parafiléticos Oscines
Basais; a superfamilia monofilética Corvoidea e os parafiléticos Oscines de Transicao, que
incluem o grupo irmao de toda a radiacao Passerida (Figura 5).

Os Oscines Basais foram divididos em quatro clados, com uma consideravel
diversificacdo em relacdo a Menurae, porém ainda muito menor do que os préximos clados
passeriformes. Os Oscines Basais atualmente sao restritos as regides Australiana e Oceania
(DEL HOYO et al., 1992), e isto pode estar diretamente relacionado a complexa formacao do
arquipélago Malaio (Figura 8). A por¢dao marginal das placas tectonicas esta sujeita a processos
tipicos de esfacelamento e desintegracdo, pois esta diretamente relacionada aos atritos
gerados com o movimento das placas (CHATTERJEE; GOSWAMI; SCOTESE, 2012; GRADSTEIN
et al,, 2012). De forma contraria, as porgoes interiores das placas, os Cratons, por nao sofrerem
as mesmas dinamicas das margens, sio muito mais estaveis e, em consequéncia, mais antigas
(GRADSTEIN et al,, 2012). A porc¢ao Norte do Craton Australiano forma um tnico bloco com a
atual porgao Sul da Nova Guiné, geologicamente conectados pela da plataforma Sahul (Figura
8). Por volta do Oligoceno inferior (35-30 Ma), o movimento para o Norte da placa Australiana
encontrou o movimento para Sudoeste da imensa placa do Pacifico, provocando o
soerguimento da atual por¢ao Sul da Nova Guiné (CHARLES, 1991; HALL, 2002; VAN UFFORD;
CLOOS, 2005). Juntamente a este importante evento tectdonico, uma drastica reducdo do nivel
do mar ocorreu por volta dessa mesma época (ALI; AITCHISON, 2008; MILLER, 2005), expondo
grandes porg¢des de solo oceanico ao ambiente aéreo (ofidlitos) (CHARLES, 1991; HALL, 1998).

Pela primeira vez as linhagens Oscines puderam expandir sua distribuicao para fora da
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Australia. De fato, as datas obtidas nesta dissertacdo para o inicio da diversificacao de
Climacteridae e Ptilonorhynchidae, os Oscines mais basais com ocorréncia fora da Australia
(DEL HOYO et al., 1992) coincidem exatamente com a conformacdo geoldgica descrita para o

Oligoceno inferior.

m Craton Asiatico

m Territorios da Melanésia
m Craton Australiano

"i/} Filipinas Oceano Pacifico

s N\
‘ _ ,{:,‘\ - - \ \
Plataforma N
Sahul ‘
Dige / . | W
Indico J Austrdlia  ® . "t

Figura 8: Mapa simplificado de Hall (1998, 2002) da conformacdo atual da Australdsia, que inclui o Sudeste
Asiatico, sua expansdo tectdnica conhecida como Plataforma Sunda e suas ilhas; o arquipélago ocednico Wallacea
(Sulawesi e ilhas adjacentes) e a regido Australo-Papudsia. As cores representam a origem craténica dos
territérios que formam as principal provincias biogeograficas da regido: vinaceo para Australia e a porc¢do Sul da
Nova Guiné; vermelho para a Melanésia, que originou com o contato entre a placa Australo-Papuésia e a grande
placa do Pacifico e verde para os territérios de origem Asiatica. A complexidade que gerou a Australasia é evidente
nesta figura, mostrando que as terras de ilhas como Nova Guiné, Wallacea e Filipinas sdo de origem composta,
formadas a partir de fusdes de territorios de outras placas. como a Nova Guiné sendo tais ilhas De acordo com a
geologia da regido, é possivel verificar que a Nova Guiné compde a parte Norte da placa Australiana, tendo sido
soerguida do fundo marinho durante o Oligoceno inferior (35-30 Ma), permitindo a primeira expansdo de Oscines
para fora da Australia. Em seguida, com o aumento da tensdo entre as placas Australo-Papuasia e do Pacifico no
fim do Oligoceno (25 Ma), a Nova Guiné conectou-se com a cadeia de ilhas da Melanésia, permitindo que as
linhagens Oscines expandissem ainda mais sua distribui¢io, adentrando-se no Pacifico Oeste. Por fim, no inicio do
Mioceno (20 Ma), a aproximacédo final da placa Australiana da Asia elevou a plataforma Sunda, expondo
numerosas porg¢des de terra de origem marinha (ofiélitos), por onde Corvoidea e Passerida se expandiram e
diversificaram rumo ao Velho Mundo continental e posteriormente, o Novo Mundo. A linha azul representa a
Linha de Wallace, uma classica divisdo biogeografica na Australdsia que separa as biotas Leste e Oeste, que
corresponde a histéria geolégica apresentada.
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A continua tensdo entre a placa Australo-Papuasia, que inclui o Craton Australiano e a sua
porcao Norte recentemente soerguida (Nova Guiné), e a placa do Pacifico ao fim do Oligoceno
(25 Ma) intensificou o soerguimento do sistema de Arcos da Melanésia, expondo uma grande
quantidade de pequenos ofidlitos Pacifico adentro (Figura 8) (HALL, 2002). Esta data coincide
com minhas estimativas para a proxima diversificacao Oscines, e a maior radiacdo encontrada
nos Oscines Basais, a superfamilia Meliphagoidea (53 géneros, 100 BP) (Figura 5) (GARDNER
et al, 2010). A exposicao dos ofidlitos na Melanésia pode ter contribuido para a grande
diversificacdo de Meliphagoidea em relagdo as linhagens Oscines anteriores, permitindo-os
ocupar regioes da Australia, Nova Guiné e grande parte dos arquipélagos do Pacifico (DEL
HOYO et al,, 1992; GARDNER et al,, 2010). Em minha escala temporal, Meliphagoidea divergiu
do ancestral Oscines ao final do Eoceno (37 Ma), porém suas numerosas linhagens s6 surgiram
no Oligoceno inferior (26 Ma), exatamente quando as regides mencionadas acima ja se
encontravam expostas. Entretanto, esta mesma configuracdo geoldgica pode ter sido
responsavel por limitar a radiacao de Meliphagoidea e os demais Oscines Basais a leste da
Linha de Wallace. Esta linha imaginaria, tracada na regido das Wallacea (Sulawesi e ilhas
adjacentes, Figura 8) é uma classica divisdo biogeografica da Australasia, que divide faunas e
floras marcadamente distintas em ambos os seus lados Leste (Australo-Papua e Melanésia) e
Oeste (Plataforma Sunda e suas grandes ilhas e Sudeste Asiatico) (Figura 8) (HOLT et al,
2013). Este cenario descrito para a primeira metade do Oligoceno, no qual somente as porgoes
a leste da Linha de Wallace emergiram antes da porgao a oeste. Isso explicaria a ocorréncia de
todos os Oscines Basais, inclusive os numerosos Meliphagoidea, somente no lado Leste da
Australasia.

A porcao oeste da Linha de Wallace s6 surgiu no fim do Oligoceno e inicio do Mioceno
(20-15 Ma), quando a placa Australo-Papuasia colidiu-se-se com os sistemas de Arcos das

Filipinas e a placa Sulawesi (Figura 8) (HALL, 2002)19. Esta colisdo conectou a Nova Guiné ao
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Sudeste Asiatico através da plataforma Sunda, uma extensido subaérea do Craton Asiatico
(Figura 8). Durante o inicio do Mioceno, como mencionado em Suboscines, os niveis marinhos
sofreram uma grande reducdo (ALI; AITCHISON, 2008; GRADSTEIN et al, 2012; MILLER,
2005), o que certamente levou também a plataforma Sunda a expor grandes porgdes de terra,
que futuramente formariam as ilhas chamadas de Greater Sunda (Borneo, Java e Sumatra), as
maiores ilhas do Arquipélago Australasio depois da Nova Guiné (Figura 8) (HALL, 2002).
Portanto, desde o fim do Oligoceno a conformacdo da Australasia permitia uma conexao da
regido primaria dos Oscines (Australo-Papua) com as ilhas da Melanésia a leste e a regiao Indo-
Malaia a oeste, e mais importante: durante o baixo nivel do mar, estas regies ligaram-se a Asia
continental.

A quarta e ultima linhagem de Oscines Basais foi o clado com as familias Orthonychidae
e Pomatostomidae, originalmente situado em Corvoidea por Sibley e Ahlquist (1990). Este
clado é irmdo da imensa diversidade restante de Oscines, um clado chamado frequentemente
de Crown Oscines (BARKER; BARROWCLOUGH; GROTH, 2002). Estes podem ser divididos em
dois grandes grupos (Figura 5). O primeiro consiste basicamente na superfamilia Corvoidea
(127 géneros, 97 BP) de Sibley e Ahlquist (1990), que inclui mais linhagens que o clado
recuperado em estudos anteriores como “nucleo Corvoidea” (BARKER; BARROWCLOUGH;
GROTH, 2002; JONSSON et al,, 2011). A diversificacdo de Corvoidea marca a primeira grande
expansio Oscines em continentes como Eurasia e Africa, chegando até o Novo Mundo (Figura
9). Minhas estimativas estiveram de acordo com os modelos de reconstrucdo da Australasia
19(HALL, 2002), pois a grande explosdao de diversidade de Corvoidea se deu na transicdo
Oligoceno-Mioceno (20-15 Ma) (Figura 6), logo ap6s a conexdo com a Plataforma Sunda ter se
estabelecido, permitindo expansoes fora da Australasia.

Em Corvida, no entanto, a colonizacao do Novo Mundo é a mais timida dentre todos os

Oscines (Figura 9). Somente duas linhagens, 12 géneros no total, sio endémicos do continente
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Americano, o clado das gralhas (sete géneros, 89 BP, uma linhagem da familia cosmopolita
Corvidae) e a familia Vireonidae (seis géneros, 78 BP) (Figuras 5 e 9). Vireonidae é na verdade
a Unica familia ndo Passerida endémica das Américas (DEL HOYO et al.,, 1992; JOHANSSON;
FJELDSA; BOWIE, 2008), e parece ter chegado ao continente relativamente cedo no final do
Oligoceno (22 Ma), em comparacao as gralhas no Mioceno médio (13 Ma) (Tabela 4).

O segundo grande grupo dos Crown Oscines compreende os Oscines de Transicdo
(JONSSON et al,, 2011), que contém linhagem irma da parvordem Passerida (563 géneros, 98
BP) (SIBLEY; AHLQUIST, 1990). Os Oscines de Transicdo foram primariamente classificados
como Corvoidea sensu Sibley e Ahlquist (1990), porém estudos recentes revelaram sua maior
afinidade com Passerida (BERESFORD et al., 2005; JONSSON et al.,, 2007; 2011), formando um
clado com esta de 587 géneros (13 BP) em meus resultados. A distribuigdo restrita dos Oscines
de Transicdo a Leste da Linha de Wallace combinada com minhas estimativas, indica que esta
linhagem tenha iniciado a diversificacdo na Australo-Papua antes da formacdo da Plataforma
Sunda. Porém, o grupo irmdo de Passerida permanece um tdpico controverso (BARKER, 2011;
JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008; JONSSON et al,, 2007), com duas propostas conflitantes

que implicam em uma origem geografica de Passerida completamente diferentes.

A Parvordem Passerida

A primeira hipdtese para a origem de Passerida foi proposta por Barker e colaboradores
(2004), baseada na posicao da familia Petroicidae como seu grupo irmao (BARKER et al., 2004;
JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008). Petroicidae sdao muito conhecidos por seu nome em
inglés Australasian robins (DEL HOYO et al., 1992), referente a sua distribuicdo restrita ao leste
da linha de Wallace (DEL HOYO et al., 1992). A partir disso, Barker e colaboradores (2004)

foram os primeiros a sustentar a ideia na qual a saida de Passerida da Australasia seguiu
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primeiro em dire¢do a Asia, posteriormente se expandindo para a Africa e o0 Novo Mundo
(BARKER et al, 2004; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008). A hipotese biogeografica
alternativa parte de um arranjo diferente para o grupo irmao de Passerida, neste caso o clado
Picathartii. Picathartii é um grupo extremamente peculiar, com trés familias monogenéricas
que apresentam uma enorme descontinuidade geografica em suas distribui¢des,
respectivamente florestas tropicais do Noroeste Africano (Picathartidae), savanas do extremo
Sul Africano (Chaetopidae) e florestas densas da peninsula Malaia, Sudeste Asiatico
(Eupetidae) (BERESFORD et al., 2005; DEL HOYO et al, 1992; JONSSON et al, 2007). A
presenca de duas linhagens Africanas levou Jonsson e Fjeldsa (2006) a propor uma origem
Africana para Passerida, na qual o ancestral atravessou o Oceano Indico a partir da Australasia
rumo a Africa, auxiliado por ventos e ilhas expostas em periodos em que o Oceano Indico se
encontrava menor que o atual (JONSSON; FJELDSA, 2006). Meus resultados ndo foram capazes
de apontar com precisdo o grupo irmao de Passerida. Na arvore final (Figura 5), Picathartii
compartilha um ancestral exclusivo com Passerida (61 BP), no entanto, na arvore reduzida,
Petroicidae ocuparam esta posicao (cinco géneros, 79 BP).

Ainda que os presentes resultados topolégicos ndo tenham resolvido o grupo irmao de
Passerida, para melhor corroborar uma das duas hip6teses, minhas estimativas para a origem
de Passerida (30 Ma) tendem a refutar a hipétese Africana de Jonsson e Fjeldsa (2006). Por
volta dessa época, a placa Indiana ja estava em pleno contato com a Asia (ALI; AITCHISON,
2008), e como consequéncia o Oceano Indico se encontrava completamente formado,
compreendendo uma vasta extensdo de agua muito improvavel de qualquer passeriforme
atravessar. Portanto, uma origem Asidtica de Passerida se adequa melhor as minhas
estimativas, concordando também com a data de exposicdo da Plataforma Sunda (HALL, 2002).
Por fim, Barker (2011) recentemente indicou que a hipotese de origem Asiatica é

perfeitamente reconcilidvel com a posicdo de Picathartii como grupo irmao de Passerida (como
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em minha topologia final), além de demonstrar que a evidéncia para a hipdtese Africana ainda
é fracamente suportada até o momento (BARKER, 2011).

Imediatamente apos a exposicao das terras Sunda, o ancestral Passerida adentrou-se na
Eurasia e divergiu rapidamente nas superfamilias Sylvioidea (172 géneros, 83 BP),
Muscicapoidea (123 géneros, 33 BP), e Passeroidea (267 géneros, 85 BP), com algumas
diferencas de sua delimitacdo original (SIBLEY; AHLQUIST, 1990; SIBLEY; AHLQUIST;
MONROE, 1988). No caso de Passeroidea, analises moleculares mais recentes tém encontrado
topologias muito semelhantes aos resultados de Sibley e Ahlquist (1990), com apenas minimas
alteracdes (ERICSON; JOHANSSON, 2003; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008). Entretanto,
Sylvioidea, e em menor grau Muscicapoidea, tém sido considerados os grupos mais
problematicos em Passeriformes desde a circunscricdo original (ALSTROM et al, 2006;
ERICSON et al, 2002; FREGIN et al., 2012; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008; SHELDON;
GILL, 1996; SPELLMAN et al, 2008). Curiosamente, meus resultados indicam que a
diversificacdo das principais linhagens em cada uma das trés superfamilias foi praticamente
simultdnea, ocorrendo durante o Oligoceno médio e Mioceno inferior (29-20 Ma) (Figura 6,
Tabela 3). Esta sobreposicdo indica que de fato Passerida provavelmente sofreu uma intensa e
rapida radia¢do adaptativa assim que chegou as por¢des continentais do Velho Mundo (Eurasia
e Africa).

O resultado mais importante em toda a minha topologia foi o monofiletismo da
superfamilia Sylvioidea (Figura 5). Este clado, em minhas analises, incluiu todos os géneros
(exceto Regulus) que Sibley e Ahlquist (1990) originalmente incluiram no grupo e, mais
importante, todos os géneros das familias apontadas por estudos anteriores como nao
pertencentes a Sylvioidea, como Hyliotidae, Paridae, Remizidae e Stenostiridae, foram
incluidos neste clado com alto suporte (83 BP) (Figura 5) (ALSTROM et al,, 2006; ERICSON;

JOHANSSON, 2003; FREGIN et al., 2012; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008; SHELDON; GILL,
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1996). Os membros de Sylvioidea sio extremamente diversos e distribuidos em areas da Africa
e Eurasia, porém somente uma pequena porcao de seus géneros é endémica do Novo Mundo.
Desta pequena parcela de géneros endémicos, a grande maioria s6 ocorre na América do Norte,
e uma unica familia monotipica (Donacobiidae) é endémica a América do Sul (ALSTROM et al,,
2006; DEL HOYO et al, 1992). De acordo com meus resultados, Sylvioidea se diversificou
rapidamente, antes mesmo das duas outras superfamilias Passerida, tendo suas principais
linhagens ja estabelecidas no Velho Mundo pela segunda metade do Oligoceno (29-25 Ma).

A topologia recuperada para Muscicapoidea também é inovadora em relacao aos
estudos anteriores, que frequentemente excluiam o clado Bombycilloidea da delimitacao
original e mantinham o nome de Nucleo Muscicapoidea para a diversidade restante (ERICSON;
JOHANSSON, 2003; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008; SPELLMAN et al, 2008). Neste
trabalho, recuperei Muscicapoidea com mais linhagens do que qualquer outra proposta
anterior, incluindo Bombycilloidea (SPELLMAN et al, 2008) e o clado Certhioidea
(JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008). Apés estudos alterarem a conformacdo original de
Muscicapoidea sensu Sibley e Ahlquist (1990), estes grupos foram inseridos em lugares
aleatorios na diversidade Passerida (CIBOIS; CRACRAFT, 2004; ERICSON; JOHANSSON, 2003;
SPELLMAN et al., 2008), e somente Certhioidea era tentativamente associado a Muscicapoidea
em algumas propostas (JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008). A topologia do presente estudo
(Figura 5) mostra Muscicapoidea com trés grandes clados: Bombycilloidea (9 géneros, 100 BP),
Certhioidea (18 géneros, 88 BP) e Nucleo Muscicapoidea (Buphagidae, Mimidae, Sturnidae,
Turdidae, Muscicapidae e Cinclidae) (96 géneros, 99 BP sensu Barker et al. 2002).

A terceira superfamilia de Passerida, Passeroidea, apresenta uma pequena diversidade
endémica do Velho Mundo, como Africa e Eurasia, porém sua imensa diversidade se encontra
exclusivamente no Novo Mundo (Figura 9). Curiosamente, tal impressionante diversidade nas

Américas é fruto do menor numero de invasdes no continente quando comparada as demais
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superfamilias (Figura 9). A grande maioria dessas invasdes ocorreram no Oligoceno médio, por
volta de 17-16 Ma (Tabela 4).

A grande diversidade de Passeroidea no Novo Mundo consiste em um clado
tradicionalmente nomeado Oscines novempennatae ou ainda New World Nine-primaried
Oscines (Figuras 5, 6, 9) (EDWARDS; JENNINGS; SHEDLOCK, 2005; KLICKA; JOHNSON;
LANYON, 2000; SICK, 1997). Este nome é em alusdo a uma caracteristica morfologica
encontrada em todos os membros deste grupo, a redu¢do acentuada (e na grande maioria,
perda total) da décima rémige primaria (rémiges primarias sdo as dez primeiras penas mais
externas das asas) (SICK, 1997). Entretanto, algumas outras linhagens passeriformes, por
vezes muito distantes de Passeroidea e até mesmo fora de Passerida, possuem reduc¢do da
décima primdaria. Um exemplo interessante é Vireonidae (Corvida), que por também ser
endémica ao Novo Mundo era frequentemente incluida na classificacio dos novempennatae
(SICK, 1997). Tendo em mente estas possiveis exce¢des convergentes, os “verdadeiros” Oscines
novempennatae sao descendentes de um ancestral exclusivo, apresentando forte afinidade
evolutiva (177 géneros; 96 BP). Apesar de massivamente distribuidos nas Américas, ha um
pequeno grupo parafilético de seis géneros endémicos do Velho Mundo, todos da familia
Emberizidae (Figura 9). Os novempennatae sao tradicionalmente divididos em cinco familias:
Emberizidae, Icteridae, Parulidae, Thraupidae e Cardinalidae (BARKER et al.,, 2012). Em meus
resultados, os novempennatae consistiram em um grupo parafilético de quatro linhagens
classificadas como Thraupidae (GILL; DONSKER, 2012) e dois grandes clados, um contendo
Emberizidae (26 géneros, 69 BP), Icteridae (27 géneros, 68 BP) e Parulidae (19 géneros, 99
BP) e o outro com Cardinalidae inserida no meio da grande diversidade Thraupidae (89
géneros, 10 BP) (Figura 5). O primeiro desses clados é consistente com outros estudos bem

amostrados que focaram exclusivamente nas relacdes dos novempennatae (BARKER et al,
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2012), entretanto, nao foi possivel recuperar Thraupidae ou Cardinalidae como monofiléticas
(ver Casos de Parafiletismo adiante).

A siringe complexa em Oscines lhes garante alta complexidade de vocalizacao e
modulacdo do canto, o que pode ter providenciado uma grande vantagem na diversificacao do
grupo (CLAYTON; BALAKRISHNAN; LONDON, 2009; JARVIS, 2004; WARREN et al,, 2010). Esta
vantagem deve ter sido particularmente critica na colonizacao das Américas, uma vez que o
continente ja se encontrava fervilhando com alta diversidade dos Suboscines quando os
primeiros Oscines chegaram (Tabelas 3, 4) A seguir, darei énfase nas chegadas ao continente
Americano pelos Oscines e as possiveis interacdes com a fauna nativa. Tais intera¢gdes podem
estar associadas a geracdo dos padrdes encontrados para as linhagens Oscines endémicas ao

Novo Mundo na Figura 9.
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Tabela 4:Linhagens Oscines endémicas do Novo Mundo. A data de divergéncia entre a linhagem do Novo Mundo e
seu grupo irmio é assumida como a data de invasdo daquela no continente Americano. Cores e siglas de acordo
com a legenda. E possivel notar os padrdes apresentados na Figura 9, onde somente duas linhagens nao-Passerida
(Corvoidea) sdo exclusivas ao Novo Mundo. Passeroidea, Sylvioidea e Muscicapoidea apresentam também
padrdes marcantes entre si de endemismo no Novo Mundo. O nimero de linhagens endémicas e sua diversidade
no Novo Mundo (Figura 9) podem estar diretamente relacionados a ordem de chegada e as possiveis interagdes
ecologicas (como competi¢do) com a fauna autéctone (Suboscines).

Linhagens Oscines Endémicas do Novo Mundo Idade 95% HPD Clado Periodo
Vireonidae/Oriolidae 238 215-262 Mioc inf
Corvoidea
Gralhas do Novo Mundo 14 115-16.3 Mid-Mio
Auriparus/Remiz 204 17-235 Mioc inf
Baeolophus/Parus 105 8.1-133 Mioc sup
Psaltriparus/Aegithalos 13 105-154 Mioc sup
Andorinhas do Novo Mundo/Andorinhas cosmopolitas 15 124-175 Sylvioidea Mioc med
Donacobiidae/Bernieridae 19.1 169-214 Mioc inf
Chamaea/Chrysomma 125 10.-15.2 Mioc sup
Dulus/demais Bombycilloidea 228 20.7-25 Mioc inf
(Ptilogonatidae, Mohoidae) /Bombycillidae 20.2 18.2-22.1 Mioc inf
Troglodytidae/(Certhia, Tichodromidae) 22.7 19.7-25.4 Mioc inf
Mimidae/Sturnidae 17.8 15.7-19.9 Mioc inf
Muscicapoidea
Sialia/(Myadestes, Necossyphus) 174 155-19.3 Mioc med
Myadestes/Necossyphus 148 12.5-169 Mioc med
Clado Ixoreus/clado Turdus 142 123-16 Mioc sup
Clado Cichlherminia/Turdus 6.1 36-6.1 Plio
Peucedramus/(Prunella, Nucleo Passeroidea) 254 23.6-273 Oligo-Mio
(Chlorophonia, Euphonia)/Demais Fringillidae Velho Mundo 16.5 14.8-18.2 Mioc med Legenda
Clado Fringillidae Novo Mundo/(Carduelis, Loxia) 122 104-14.1 Mioc sup Transil(\;/i(())coelrilgooceno-
Lamprospiza/Demais novempennatae 17.7 164-19.2 Passeroidea Mioc med Mioceno inferior
Emberizidae Novo Mundo/Emberizidae Velho Mundo 154 14.1-16.8 Mioc med Mioceno médio
(Parulidae, Icteridae)/Emberizidae 16.6 153-17.9 Mioc med Mioceno superior
(Thraupidae+clado Cardinalidae)/(Icteridae, Parulidae, Emberizidae) 17.5 16.1-18.9 Mioc med Plioceno

As superfamilias de Passerida apresentam marcantes padrdes na colonizagdo do Novo
Mundo (Figura 9). Em Muscicapoidea, apesar de ser a menor das trés superfamilias, seus
géneros parecem estar quase igualmente distribuidos como endémicos do Novo e Velho

Mundos (Figura 9). Sylvioidea se encontrava diversificando intensa e rapidamente no Velho
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Mundo logo no Oligoceno médio, apresentando mais géneros endémicos a essa regidao do que
Muscicapoidea e Passeroidea combinados (Figura 9). O habito generalista-insetivoro
encontrado fortemente em Sylvioidea e Muscicapoidea (ALSTROM et al, 2006; CIBOIS;
CRACRAFT, 2004; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003) sugere a possibilidade de ter
havido uma competicao direta entre os membros dessas duas linhagens no Velho Mundo. Logo,
a antecipada diversificacdo de Sylvioidea no Velho Mundo pode ter dominado rapidamente os
nichos de insetivoria, restringindo a diversificacao de Muscicapoidea ali. Isto é visivel na Figura
6 e Tabela 3, onde os trés clados de Muscicapoidea somente radiaram no inicio do Mioceno
(24-22 Ma). Esta competicdo pode ter estimulado as multiplas entradas de Muscicapoidea no
Novo Mundo (Figura 9). Isto é possivel, pois ao mesmo tempo que Muscicapoidea apresenta o
menor numero absoluto de géneros comparado a Sylvioidea e Passeroidea, é a superfamilia
com o maior numero de linhagens independentes nas Américas.

Meus resultados indicam que as familias Mimidae e Troglodytidae (Muscicapoidea) e
Vireonidae (Corvoidea) foram os primeiros Oscines a chegar ao Novo Mundo, durante o
Mioceno inferior (Tabela 4). Esta primeira chegada, aliada ao habito generalista-insetivoro e
um grande espectro de habitats (florestas densas e areas abertas) dessas linhagens (BEECHER,
1953; CIBOIS; CRACRAFT, 2004; ERICSON; IRESTEDT; JOHANSSON, 2003) podem ter
garantido seu limitado sucesso no continente, que ja se encontrava fortemente dominado pelos
Tyrannides desde o Eoceno (Tabela 3). Isto pode ter sido crucial para reduzir drasticamente a
disponibilidade de nichos insetivoros para quaisquer outras linhagens Oscines, e
provavelmente esta saturacao foi a maior responsavel por restringir os Sylvioidea, que

chegaram somente ao fim do Mioceno (Figura 9, Tabela 4).
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Figura 9: Distribuicdo geografica para os géneros Passeriformes, baseada na divisio Novo Mundo (verde) - Velho Mundo
(laranja) tracada sobre a arvore de Maxima Verossimilhanc¢a construida no programa RAxXML com nove loci e 1061 géneros.
Essas duas regides sdo intimamente conectadas a histéria evolutiva de Passeriformes, o que é evidenciado pelo grande ntimero
de géneros endémicos em ambas as regides. E possivel notar a grande diversidade de Tyrannides, os passeriformes autéctones
no Novo Mundo desde a quebra da Gondwana, e diferentes padrdes de colonizacdo e endemismo das linhagens Oscines nesta
regido. Em géneros ndo-Passerida, somente duas linhagens foram capazes de se estabelecer como endémicas do Novo Mundo.
Em Passerida, Sylvioidea apresenta o menor numero de géneros endémicos ao Novo Mundo, e praticamente todos restritos a
América do Norte. Muscicapoidea, apesar de ser a menor superfamilia em nimero de géneros, apresenta o maior nimero de
entradas independentes no Novo Mundo quando comparada a qualquer outra. Passeroidea, por fim, contrasta o menor niimero
de invasdes com a maior diversidade de géneros Passeriformes nas Américas. O maior grupo de Passeroidea do Novo Mundo
sdo os tradicionalmente conhecidos como Oscines novempennatae, e estes representam praticamente um terco de toda a
diversidade Passerida. O circulo preto marca a possivel transicio do habito nectarivoro de Passeroidea para hdabitos
granivoros-frugivoros, encontrados quase em todos os membros do Nucleo Passeroidea, a qual pode ter sido uma grande
alavanca para a extrema diversificacdo deste grupo.
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Os habitos de forrageamento do ancestral Passeroidea podem ter guiado esta linhagem
para um caminho evolutivo completamente diferente de Muscicapoidea a Sylvioidea. Os
primeiros ramos a divergir em Passeroidea sdo exclusivamente nectarivoros, o que pode
indicar que esta tenha sido uma caracteristica herdada do ancestral (DEL HOYO et al.,, 1992;
JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008) (Figura 9, “Passeroidea Basais”). Em minha topologia, a
posicdo de Prunellidae como grupo irmao do Nucleo Passeroidea corrobora a hipotese de que
neste n6 houve uma importante mudanga de habito alimentar. Prunellidae ainda apresenta a
morfologia do bico de um tipo plesiomérfico para o grupo, fino e adaptado a nectarivoria
(JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008), enquanto que membros de Passeroidea apresentam,
praticamente sem excecdo, bicos fortes e robustos, adaptados a granivoria (DEL HOYO et al,,
1992; JOHANSSON; FJELDSA; BOWIE, 2008) (Figura 9, circulo preto). Esta transicao para o
habito granivoro-frugivoro, encontrado em todas as linhagens do Nucleo Passeroidea, pode ter
sido fundamental para a explosao de sua diversidade (250 géneros, 53 BP), e certamente foi
responsavel por enviar as grandes radiacées rumo ao Novo Mundo.

Por fim, a exclusividade de habitos nectarivoros e frugivoros em Passeroidea
possivelmente permitiram que esta linhagem se diversificasse em uma imensa variedade de
nichos com minima sobreposicao com Muscicapoidea ou Sylvioidea. Particularmente, o sucesso
inédito na diversificacdo de Passeroidea, em especial os Oscines novempennatae, durante sua
chegada ao Novo Mundo na segunda metade do Mioceno (Tabela 4), pode ter sido uma
combinacao de fatores. Primeiramente, de modo semelhante ao que ocorreu com
Muscicapoidea e Sylvioidea, Passeroidea possivelmente nao enfrentou qualquer tipo de
competicdo com os Tyrannides, pois ndo ha Suboscines granivoros, e os poucos que exploram o
habito de frugivoria ocupam principalmente o ambiente florestal (SICK, 1997). Como
consequéncia, os Passeroidea tiveram uma imensa disponibilidade de nichos ao chegarem no

Novo Mundo, onde as Angiospermas de frutos carnosos ja haviam se estabelecido desde o
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Pale6geno (BOLMGREN; ERIKSSON, 2010). Logo, a completa independéncia ecolégica com a
maior parte da fauna autéctone aliada a acumulada diversidade inexplorada de frutos e
sementes podem ter sido os protagonistas na diversificacdo de Passeroidea no Novo Mundo.
Outro fator importante documentado recentemente é a alta taxa de diversificacdo liquida
dentre os novempennatae (BARKER et al, 2012), que pode ter acelerado o numero de

especiagdes de forma an6mala as demais linhagens Oscines no continente.

Casos de Parafiletismo

Esta secdo apresenta, de forma sucinta, os 12 casos em que as familias Passeriformes,
foco deste estudo, ndo foram recuperadas como clados de acordo com a classificacao utilizada
(GILL; DONSKER, 2012). Como mencionado em Resultados, estes casos de parafiletismo
representam somente um ou poucos géneros que sairam do restante da diversidade
monofilética de sua familia original, mostrando maior afinidade por outras linhagens. A grande
maioria esta de acordo com estudos recentes e praticamente todos constam nas “sugestoes e
comentarios” da propria referéncia (GILL; DONSKER, 2012). Estes casos sdao de grande
interesse para futuros estudos taxondmicos e nomenclaturais, pois fornecem evidéncias de
quais géneros merecem uma atenc¢do especial quanto a sua atual classificagdo. Todas as 12
familias parafiléticas foram situadas em Oscines, distribuidas em Corvoidea (5), Sylvioidea (1),
Muscicapoidea (2) e Passeroidea (4) e estdo indicadas na Figura 5 por um asterisco por caso.

Em Corvoidea, os géneros Cinclosoma e Ptilorhoa foram separados da familia
Psophodidae, requerendo o nome proprio Cinclosomatidae, de acordo com NORMAN et al,,
(2009). Também de acordo com estes autores, o género Peltops (classificado em Cracticidae
sensu Gill and Donsker 2012) inseriu-se em Artamidae; o género Chaetorhynchus (Dicruridae
sensu Gill and Donsker 2012) agrupou-se com Rhipiduridae e o género Rhagologus foi excluido

da familia Pachycephalidae, inserindo-se no grande clado contendo as familias Artamidae-
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Cracticidae-Malaconotidae-Vaingidae. Por ultimo em Corvoidea, minhas analises foram capazes
de detectar que o género Bias de fato ndo possui afinidade filogenética com Platysteyridae, mas
sim com Tephrodornithidae (MOYLE et al., 2006).

No Unico caso detectado em Sylvioidea, pude confirmar a exclusdo do género Alcippe de
Timaliidae (ALSTROM et al,, 2006), entretanto, ao invés de agrupar-se com Pellorneidae como
sugerido por estes autores, em minha topologia final Alcippe aparece como grupo irmdo do
clado Pelloerneidae-Leiotrichidae. Vale ressaltar que Alstrom e colaboradores nao amostraram
a familia Leiotrichidae, portanto a proposta deles baseou-se em uma filogenia menos completa
em relacdao aos meus resultados. Em Muscicapoidea ocorreu a separacao da familia de somente
dois géneros Certhiidae, onde o género Saplornis formou um clado com Sittidae e Certhia
formou outro com Tichodromidae. O segundo caso em Muscicapoidea consistiu na exclusao de
trés géneros tradicionalmente classificados como Turdidae (Myophonus, Alethe, Brachypteryx)
e sua insercdo em meio a diversidade de Muscicapidae, em acordo com SANGSTER et al,
(2010).

Finalmente, em Passeroidea, os géneros Plocepasser e Philetairus foram excluidos de
Passeridae e aninhados em Ploceidae, e o género Carpospiza, também saiu de Passeridae
agrupando como grupo irmao de Motacillidae. O género Porphyrospiza (Emberizidae) aninhou-
se profundamente na diversidade Thraupidae, e Parkerthraustes ndo mostrou afinidade
alguma com Cardinalidae, inserindo-se também dentre os demais Thraupidae. A familia
Thraupidae mostrou-se extremamente problematica, pois muitos de seus géneros foram
espalhados dentre os demais novempennatae como Catamblyrhynchus, Lamprospiza,
Mitrospingus, Calyptophilus, Rhodinocichla, Phaenicophilus, Nesospingus, Spindalis e Gubernatrix
(Figura 5). Por fim, o clado correspondente a familia Cardinalidae (15 géneros, 42 BP) inseriu-
se profundamente na diversidade Thraupidae, colocando em questdo o carater monofilético de

Thraupidae ainda mais.
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Conclusoes
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A extensa amostragem do presente trabalho mostrou que as relacées filogenéticas em
Passeriformes sdo extremamente sensiveis a densidade taxondmica, mostrando-se mais critica
do que a técnica de analise. De um modo geral, meus resultados evidenciam que a Tapecaria de
Sibley e Ahlquist (1990) foi extremamente consistente em propor as principais linhagens de
Passeriformes, mais do que se pensava anteriormente. A recuperacdo de clados como
Sylvioidea e Muscicapoidea, praticamente idénticos ao apresentado na Tapecaria, indica que os
estudos anteriores que os consideraram “problematicos” provavelmente estavam enviesados
pelo baixo tamanho amostral utilizado.

Meus resultados também apontam para a necessidade de multiplos pontos de
calibracdo para se obter uma escala temporal confiavel e robusta para grupos de extrema
radiacdo como Passeriformes. Assim, pude, de certa forma, recuperar a hipoétese inicial de
Sibley e Ahlquist (1990) sobre a diversificacdo paralela de duas grandes linhagens Oscines,
uma no Hemisfério Sul (i.e., Corvoidea) e a segunda no Hemisfério Norte (i.e., Passerida).

Estudos futuros que apliquem técnicas para reconstru¢do de interagdes ecoldgicas,
como modelos de competicao por nichos, certamente poderao testar e enriquecer as hipoteses
propostas nesta dissertacdo. Com o avango de modelos e softwares, também serd possivel
inserir o conjunto de dados deste trabalho em contextos biogeograficos detalhados.

Grandes avancos tém ocorrido em estudos com Passeriformes na ultima década. Minhas
expectativas sao de que filogenias cada vez maiores e completas (nivel de espécie) e o
promissor campo da filogendmica irdo contribuir ainda mais na elucidagio da Arvore da Vida

da maior radiacao de aves viventes.
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