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RESUMO

COELHO, Lays Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2026.
Arquitetura mitogenémica e relacoes filogenéticas na familia Psittacidae:
insights a partir de uma ampla amostragem. Orientador: Rubens Pasa.

A familia Psittacidae apresenta elevada diversidade taxonémica, porém a
disponibilidade limitada de genomas mitocondriais completos restringe investigacoes
sobre a evolucdo da arquitetura mitogendmica e as relagées filogenéticas do grupo.
Neste estudo, ampliamos a cobertura mitogenémica da familia por meio da
montagem e anotagdo de genomas mitocondriais completos obtidos a partir de
bibliotecas publicas de DNA-seq disponiveis no Sequence Read Archive (SRA),
posteriormente integrados aos mitogenomas previamente depositados no GenBank.
Foram montados e anotados os mitogenomas de 90 espécies, representando um
incremento de aproximadamente 51% na cobertura mitogenémica da familia. As
analises estruturais identificaram oito padrbes distintos de rearranjos génicos,
caracterizados principalmente por duplicagdes da regido controle (CR) e do bloco
génico trnP—ND6—trnE, além da recorrente mutacao frameshift no gene ND3 (ND3-
174). A inferéncia filogenética, baseada no conjunto concatenado dos 12 genes
codificadores de proteinas mitocondriais, recuperou com elevado suporte as
principais relagbes entre as subfamilias e tribos de Psittacidae, corroborando
hipbteses filogenéticas recentes e permitindo identificar posicionamentos
incongruentes de algumas amostras, posteriormente sustentados por analises
BLAST como indicios de erros de identificacdo em bibliotecas publicas. Os
resultados ampliam substancialmente a disponibilidade de dados mitogenémicos
para Psittacidae, fornecem novos subsidios para a compreensdao da evolucio
estrutural dos mitogenomas da familia e reforcam a relevancia da utilizagdo de
dados publicos como estratégia para estudos gendémicos, filogenéticos e evolutivos.

Palavras-chave: evolugcdo molecular; filogenémica; genoma mitocondrial; rearranjos
génicos



ABSTRACT

COELHO, Lays Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2026.
Mitogenomic architecture and phylogenetic relationships in the family
Psittacidae: insights from extensive sampling. Adviser: Rubens Pasa.

The family Psittacidae exhibits high taxonomic diversity; however, the limited
availability of complete mitochondrial genomes restricts investigations into the
evolution of mitogenomic architecture and the group's phylogenetic relationships. In
this study, we expanded the family's mitogenomic coverage by assembling and
annotating complete mitochondrial genomes from public DNA-seq libraries in the
Sequence Read Archive (SRA) and integrating them with mitogenomes previously
deposited in GenBank. We assembled and annotated mitogenomes for 90 species,
representing approximately a 51% increase in the family's mitogenomic coverage.
Structural analyses identified eight distinct gene rearrangement patterns,
characterized primarily by duplications of the control region (CR) and the
trnP—ND6—-trnE gene block, as well as a recurrent frameshift mutation in the ND3
gene (ND3-174). Phylogenetic inference, based on a concatenated dataset of 12
mitochondrial protein-coding genes, recovered the main relationships among
Psittacidae subfamilies and tribes with strong support; this corroborated recent
phylogenetic hypotheses and identified incongruent placements for certain samples
subsequently supported by BLAST analyses as evidence of misidentification in public
libraries. These results substantially expand the availability of mitogenomic data for
Psittacidae, provide new insights into the structural evolution of the family's
mitogenomes, and reinforce the value of using public data for genomic, phylogenetic,
and evolutionary studies.

Keywords: molecular evolution; phylogenomics; mitochondrial genome; gene
rearrangements
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1. Introducgao

A familia Psittacidae, pertencente a ordem Psittaciformes, apresenta ampla
distribuicdo nas regides tropicais da Africa e das Américas, com ocorréncias
também na Patagbnia Andina (Winkler et al. 2020). Atualmente, sdo reconhecidas
390 espécies de Psittaciformes, das quais 175 pertencem a familia Psittacidae,
distribuidas em 37 géneros (Winkler et al. 2020; Pacheco et al. 2021),
correspondendo a aproximadamente 45% da riqueza da ordem. Trata-se da familia
mais diversa de Psittaciformes, estruturada em duas linhagens, a neotropical e a
africana, cuja divergéncia é estimada em aproximadamente 30 milhées de anos
(Sangster et al. 2023a; Smith et al. 2024).

Na regido africana, os representantes de Psittacidae estdo agrupados na
subfamilia Psittacinae, composta por dois géneros, Psittacus e Poicephalus,
totalizando 12 espécies. O género Psittacus tem menor diversidade e compreende
duas espécies, enquanto que Poicephalus apresenta, além de maior diversidade
taxondmica, grande diversidade morfolégica e ampla distribuicdo no continente
Africano(Urantowka et al. 2017a; Sarker et al. 2018; Smith et al. 2024).

Na regido Neotropical, esses representantes sdo agrupados na subfamilia
Arinae, um clado monofilético caracterizado por elevada diversidade morfolégica e
rigueza de espécies, cuja distribuicdo se estende pela América do Sul e Central
(Sarker et al. 2018; Winkler et al. 2020; Sangster et al. 2023a; Smith et al. 2024). Arinae
compreende 163 espécies subdivididas nas tribos Arini, Androglossini,
Amoropsittacini, Forpini, Brotogerini e Touitini, sendo as duas ultimas propostas
recentemente com base em evidéncias moleculares (Sangster et al. 2023a; Smith et
al. 2024).

A tribo Arini, com 19 géneros e 78 taxons, é a mais rica em espécies dentro
da subfamilia Arinae, entretanto, a riqueza apresenta grande discrepancia entre os
géneros (Smith et al. 2024). Baseando-se em caracteristicas morfolégicas, o clado &
historicamente subdividido em dois grupos: as Araras e os Conures (Urantowka et
al. 2017a). Apesar da grande riqueza de espécies, 32% dos taxons encontram-se
classificados em algum grau de ameaca e 63% apresentam tendéncia de declinio
populacional (IUCN 2021).

A tribo Androglossini € a segunda mais rica da subfamilia, com oito géneros e

52 espécies. Cerca de 35% de seus taxons encontram-se classificados em algum


https://www.zotero.org/google-docs/?V9bidU
https://www.zotero.org/google-docs/?ARbh3f
https://www.zotero.org/google-docs/?29IOKV
https://www.zotero.org/google-docs/?IOWcPm
https://www.zotero.org/google-docs/?rHkxzP
https://www.zotero.org/google-docs/?LMPtE4
https://www.zotero.org/google-docs/?LMPtE4
https://www.zotero.org/google-docs/?q5X6U7
https://www.zotero.org/google-docs/?YMdkGJ
https://www.zotero.org/google-docs/?YMdkGJ
https://www.zotero.org/google-docs/?hO4kfL
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grau de ameaca, enquanto 83% apresentam tendéncia de declinio populacional
(IUCN 2025). Ha divergéncias quanto a denominagao da tribo, com propostas de
substituicdo por “Amazonini’. Estudos recentes baseados em elementos ultra
conservados (UCE) evidenciaram divergéncia significativa entre os géneros
Brotogeris e Myiopsitta e os demais representantes tradicionalmente incluidos em
Androglossini, resultando na delimitagdo da tribo Brotogerini (Smith et al. 2024).

Brotogerini compreende o género Brotogeris, com oito espécies, e 0
monotipico Myiopsitta, representado por Myiopsitta monachus. Embora Myiopsitta
fuchsi tenha sido proposta como espécie distinta (Smith et al. 2024), sua
classificagdo como subespécie de M. monachus € amplamente aceita (Burgio et al.
2020). A tribo ocorre desde a América Central até o sul da América do Sul (Smith et
al. 2024) e apresenta elevada propor¢cao de espécies em declinio populacional
(89%), incluindo uma espécie classificada como vulneravel (IUCN 2025).

A tribo Amoropsittacini abriga espécies de pequeno porte e plumagem
predominantemente verde, cuja composigdo taxonémica tem sido alvo de debate
recente. Parte da literatura propde a substituicdo de Amoropsittacini por “Touitini”,
incluindo Touit, Bolborhynchus, Nannopsittaca e Psilopsiagon em um unico grupo.
Alternativamente, estudos recentes defendem a segregagao de Touit em uma tribo
exclusiva, Touitini, mantendo Amoropsittacini composta pelos outros trés géneros.
Essa proposta é sustentada por estimativas de divergéncia de aproximadamente 21
milhées de anos entre Touit e o clado contendo Bolborhynchus, Nannopsittaca e
Psilopsiagon, inferidas a partir de analises de UCE (Sangster et al. 2023b; Smith et
al. 2024). Embora apenas uma espécie em Amoropsittacini esteja formalmente
ameagcada, 57% do grupo apresenta declinio populacional. Em Touitini, todo o grupo
apresenta tendéncia de declinio (IUCN 2025) .

A tribo Forpini é composta exclusivamente pelo género Forpus, com nove
espécies distribuidas do México a Argentina, havendo registro fossil para a regido
das Bahamas (Smith et al. 2024). O grupo apresenta consideravel diversidade
morfoldgica, sendo apenas quatro espécies monotipicas (Collar et al. 2020c, 2024;
Collar and Boesman 2023a; Chan et al. 2024). A predominancia histérica de
classificagdes baseadas em caracteres fenéticos contribuiu para divergéncias
quanto ao reconhecimento de espécies e subespécies (Bocalini and Silveira 2015;
Smith et al. 2024). Atualmente, uma espécie é classificada como vulneravel e 78%

apresentam tendéncia de declinio populacional (IUCN 2025).


https://www.zotero.org/google-docs/?F17kS9
https://www.zotero.org/google-docs/?3HDbCg
https://www.zotero.org/google-docs/?xCIjmQ
https://www.zotero.org/google-docs/?ZB7Wr7
https://www.zotero.org/google-docs/?ZB7Wr7
https://www.zotero.org/google-docs/?5oWLAD
https://www.zotero.org/google-docs/?5oWLAD
https://www.zotero.org/google-docs/?Oi7NGa
https://www.zotero.org/google-docs/?tnqvHB
https://www.zotero.org/google-docs/?tnqvHB
https://www.zotero.org/google-docs/?KmQjWY
https://www.zotero.org/google-docs/?6ESGyi
https://www.zotero.org/google-docs/?Wa9iZ8
https://www.zotero.org/google-docs/?Wa9iZ8
https://www.zotero.org/google-docs/?XnuoNA
https://www.zotero.org/google-docs/?XnuoNA
https://www.zotero.org/google-docs/?fhi0j3
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Dentro da grande diversidade da familia Psittacidae, existem inconsisténcias
quanto as relagbes filogenéticas e a posicdo de alguns taxons, principalmente
porque historicamente as classificacdes da familia se baseiam em caracteristicas
fenéticas (Bocalini and Silveira 2015; Smith et al. 2024). Apesar dos avangos
recentes na area da biologia molecular, estudos visando a elucidagdo dessas
questdes sdo apresentados na literatura com resultados divergentes a depender do
conjunto de dados e metodologia utilizadas (Smith et al. 2023a, 2024), entretanto,
dados moleculares sdo documentados como sendo complementares na resolugao
de divergéncias taxondmicas e filogenéticas (Remsen et al. 2013; Smith et al.
2023a, 2024). E ainda, estudos prévios reforcam a necessidade de dados
moleculares mais abrangentes para inferéncias filogenéticas mais precisas (Smith et
al. 2023a, 2024).

Nesse contexto, genomas mitocondriais completos ou seus genes
codificadores de proteinas (PCGs) tém sido amplamente empregados em analises
filogenéticas, devido as suas altas taxas evolutivas, herangca materna e auséncia de
recombinacao (Wang et al. 2018; Hernandez-Fernandez and Otalora 2018; Cui et al.
2020). Apesar disso, a disponibilidade de mitogenomas completos para espécies de
Psittacidae no repositorio publico Genbank (NCBI) ainda é limitada, dificultando
analises comparativas e inferéncias filogenéticas mais robustas. Em contrapartida,
existe ampla disponibilidade de bibliotecas de sequéncias de DNA (DNA-seq)
destas espécies, no também repositério publico Sequence Read Archive (SRA),
para montagem e anotagcdo de mitogenomas (Soares et al. 2016; Hanna et al. 2017;
Coelho et al. 2025). A auséncia de dados moleculares e de estudos filogenéticos
precisos sobre as espécies limita a compreensdo das relacbes evolutivas e da
historia natural dos psitacideos e dificulta a caracterizacdo dos grupos dentro da
familia Psittacidae (Smith et al. 2024).

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo ampliar a
cobertura mitogenémica da familia Psittacidae, por meio da montagem e anotagao
de genomas mitocondriais completos a partir de bibliotecas de DNA-seq disponiveis
no SRA, integrando-os aos mitogenomas ja disponiveis no GenBank.
Adicionalmente, a partir das sequéncias concatenadas dos 13 genes codificadores
de proteinas (PCGs), inferir as relagdes filogenéticas entre esses taxons, analisar

suas caracteristicas estruturais e evolutivas e contribuir para a resolugido de


https://www.zotero.org/google-docs/?i4T0t4
https://www.zotero.org/google-docs/?743ETf
https://www.zotero.org/google-docs/?9s5rbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?9s5rbZ
https://www.zotero.org/google-docs/?26XJFb
https://www.zotero.org/google-docs/?26XJFb
https://www.zotero.org/google-docs/?FVOWy6
https://www.zotero.org/google-docs/?FVOWy6
https://www.zotero.org/google-docs/?mbblKf
https://www.zotero.org/google-docs/?mbblKf
https://www.zotero.org/google-docs/?3gDdVA
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incertezas filogenéticas persistentes dentro da familia Psittacidae, fornecendo base

molecular consistente para o entendimento de sua historia evolutiva e conservacao.

2. Material e Método

2.1. Obtencdo de mitogenomas publicados e de bibliotecas de
DNA-seq
Os genomas mitocondriais completos ja publicados das espécies de
Psittacidae foram identificados e obtidos no GenBank, assim como, os mitogenomas
das espécies do grupo externo, Nestor notabilis e Cacatua goffiniana (Tabela 1),
necessario a inferéncia filogenética. Obtivemos ainda no SRA, bibliotecas de

DNA-seq das espécies sem mitogenomas completos publicados (Tabela 2).

Tabela 1: Acessos do NCBI de genomas mitocondriais ja publicados de Psittacidae
e grupo externo. Dados sem referéncia compreendem deposigdes sem publicagao

cientifica identificada.

Subfamilia Arinae

Espécie Tribo Nidmero de Referéncia

acesso
Anodorhynchus Arini OR209186.1 -
hyacinthinus
Ara ambiguus Arini OR209187.1 -
Ara ararauna Arini KF010315.1 (Urantowka et al. 2018a)
Ara chloroptera Arini PQ167822.1 -
Ara glaucogularis Arini JQ782215.1 (Urantowka et al. 2017b)
Ara macao Arini PQ167823.1 -
Ara militaris Arini PQ436348 -
Ara rubrogenys Arini PQ436350 -
Ara severa Arini KF946546.1 (Urantowka et al. 2017b)
Aratinga solstitialis Arini NC 026039.1 (Urantowka et al. 2016d)
Aratinga maculata Arini OR209188.1 -
Aratinga nenday Arini NC_045371.1  (Liu etal. 2019a)
Cyanopsitta spixii Arini PX396083 (Coelho et al. 2025)
Deroptyus accipitrinus Arini KM611476.1 (Eberhard and Wright

2016a)

Diopsittaca nobilis Arini MT740319.1 (Liu et al. 2021)
Eupsittula pertinax Arini HM640208.1 (Pacheco et al. 2011a)
Guaruba guarouba Arini NC_026031.1  (Urantéwka et al. 2017f)


https://www.zotero.org/google-docs/?qmIp7o
https://www.zotero.org/google-docs/?2iAhmi
https://www.zotero.org/google-docs/?6tl7sA
https://www.zotero.org/google-docs/?JGJgfJ
https://www.zotero.org/google-docs/?LYuT4f
https://www.zotero.org/google-docs/?Y1Cg8V
https://www.zotero.org/google-docs/?iAQcKt
https://www.zotero.org/google-docs/?iAQcKt
https://www.zotero.org/google-docs/?YlH88D
https://www.zotero.org/google-docs/?S36jx6
https://www.zotero.org/google-docs/?Z3sDOT

Orthopsittaca manilata
Pionites leucogaster
Primolius couloni

Primolius maracana

Psittacara holochlorus
Psittacara brevipes
Psittacara rubritorquis
Psittacara mitratus

Psittacara leucophthalmus

Pyrrhura cruentata
Pyrrhura frontalis
Pyrrhura perlata
Pyrrhura lepida
Pyrrhura molinae
Pyrrhura picta
Pyrrhura amazonum
Pyrrhura griseipectus
Pyrrhura egregia
Pyrrhura melanura
Pyrrhura orcesi

Pyrrhura rupicola

Pyrrhura albipectus

Pyrrhura hoematotis
Pyrrhura hoffmanni

Rhynchopsitta
pachyrhyncha

Rhynchopsitta terrisi

Thectocercus
acuticaudatus

Amazona vinacea
Amazona auropalliata
Amazona ochrocephala
Amazona barbadensis
Amazona aestiva
Amazona guildingii

Pionus menstruus

Arini
Arini
Arini
Arini

Arini
Arini
Arini
Arini

Arini

Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini

Arini

Arini
Arini
Arini
Arini

Arini
Arini

Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini

KJ579139.1
MK759905.1
KF836419.1
KJ562357.1

OR209189.1
KC936100.1
JX524614.1
JX215256
KF444466.1

ONO059971.1
ON122995.1
ON098136.1
ON122999.1
ON123001.1
ON123004.1
ON098132.1
ON122996.1
ONO098133.1
ON123000.1
ON123002.1
KF751801.1

ONO098135.1
ON122997 1
ON122998.1
OR209192.1

KF010318.1
JQ782214 .1

OR063930.1
MW151697.1
KM611467.1
JX524615.1
KT361659.1
MN356210.1
KX925978.1
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(Urantowka 2016a)
(Liu et al. 2019b)
(Urantowka 2016b)

(Urantowka and Mackiewicz
2017)

(Urantowka et al. 2014a)
(Urantowka et al. 2016a)
(Urantowka et al. 2016b)

(Urantéwka and Mackiewicz
2016a)

(Urantowka et al. 2016c¢)

(Urantowka et al. 2014b)
(Urantowka et al. 2013a)

Eberhard and Wright 2016
(Urantowka et al. 2013b)
(Lima et al. 2018)

(Urantéwka and Mackiewicz
2016b)


https://www.zotero.org/google-docs/?3fIUvd
https://www.zotero.org/google-docs/?Uvuet8
https://www.zotero.org/google-docs/?D9YF3j
https://www.zotero.org/google-docs/?hv9hpJ
https://www.zotero.org/google-docs/?hv9hpJ
https://www.zotero.org/google-docs/?QYUFhP
https://www.zotero.org/google-docs/?IrjAYY
https://www.zotero.org/google-docs/?EJAV47
https://www.zotero.org/google-docs/?POYbcP
https://www.zotero.org/google-docs/?POYbcP
https://www.zotero.org/google-docs/?sT9GuZ
https://www.zotero.org/google-docs/?RYnjY5
https://www.zotero.org/google-docs/?q6GTok
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=qD3OKN
https://www.zotero.org/google-docs/?iHYucA
https://www.zotero.org/google-docs/?LPhW0M
https://www.zotero.org/google-docs/?2pNpsY
https://www.zotero.org/google-docs/?2pNpsY
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Pionus chalcopterus Androglossini MF784450.1 (Urantowka et al. 2017¢)
Brotogeris cyanoptera Brotogerini HM627323.1 (Pacheco et al. 2011b)
Myiopsitta monachus Brotogerini KM611471.1 (Eberhard and Wright
2016a)
Forpus passerinus Forpini KM611470.1 (Eberhard and Wright
2016a)
Subfamilia Psittacinae

Espécie Tribo Numero de Referéncia

acesso
Psittacus erithacus - KM611474 .1 Eberhard and Wright 2016
Poicephalus gulielmi - MF977813.1 (Urantéwka et al. 2017d)
Poicephalus senegalus - NC_044083.1 -

Familia Strigopidae

Espécie Tribo Numero de Referéncia

acesso
Nestor notabilis - MH133967.1 (Urantowka et al. 2018a)

Familia Cacatuidae

Espécie Tribo Ndmero de Referéncia

acesso
Cacatua goffiniana - MT920477 .1 (Kim et al. 2021)

Tabela 2 Acessos do NCBI das bibliotecas utilizadas para montagem dos

mitogenomas de Psittacidae. Dados sem referéncia compreendem deposi¢cdes sem

publicagao cientifica identificada.

Subfamilia Arinae

Espécie Tribo SRA Referéncia
Anodorhynchus leari Arini SRR13483947 (Smith et al. 2023a)
Anodorhynchus glaucus  Arini SRR13483948 (Smith et al. 2023a)
Aratinga jandaya Arini SRR13753093 (Hains et al. 2022)
Aratinga auricapillus Arini SRR16761984 (Hains et al. 2022)
Aratinga weddellii Arini SRR7533333 (Hains et al. 2022)
Cyanoliseus patagonus  Arini SRR21034925 (Hains et al. 2022)
Deroptyus accipitrinus Arini SRR13483884 (Smith et al. 2023a)
Enicognathus Arini -
leptorhynchus SRR23997490

Enicognathus ferrugineus Arini SRR23710438 -


https://www.zotero.org/google-docs/?1oeTg0
https://www.zotero.org/google-docs/?LbjJ37
https://www.zotero.org/google-docs/?zbPCj1
https://www.zotero.org/google-docs/?zbPCj1
https://www.zotero.org/google-docs/?aZ6tq0
https://www.zotero.org/google-docs/?aZ6tq0
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=qD3OKN
https://www.zotero.org/google-docs/?QeHmbp
https://www.zotero.org/google-docs/?IAjTvU
https://www.zotero.org/google-docs/?E1jclu
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483947
https://www.zotero.org/google-docs/?l35477
https://www.zotero.org/google-docs/?8HdWmy
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13753093
https://www.zotero.org/google-docs/?cuf0EC
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR16761984
https://www.zotero.org/google-docs/?OAlYTP
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR7533333
https://www.zotero.org/google-docs/?6dYey5
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR21034925
https://www.zotero.org/google-docs/?Dz4CIk
https://www.zotero.org/google-docs/?J5XvPy
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23710438

Eupsittula aurea

Eupsittula cactorum
Eupsittula canicularis
Eupsittula nana
Leptosittaca branickii
Primolius auricollis
Psittacara wagleri
Psittacara frontatus
Psittacara erythrogenys
Psittacara finschi
Psittacara euops
Psittacara chloropterus
Pyrrhura devillei
Pyrrhura emma
Pyrrhura lucianii
Pyrrhura roseifrons
Pyrrhura leucotis
Pyrrhura pfrimeri
Pyrrhura viridicata
Pyrrhura rhodocephala
Conuropsis carolinensis
Alipiopsitta xanthops
Amazona festiva
Amazona tucumana

Amazona finschi

Amazona autumnalis
Amazona dufresniana
Amazona rhodocorytha
Amazona arausiaca

Amazona oratrix

Amazona albifrons
Amazona xantholora
Amazona leucocephala
Amazona kawalli

Amazona mercenarius

Avrini

Avrini

Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini

Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini

Androglossini

SRR16904997

SRR16642660
SRR13753100
SRR16216124
SRR13483843
SRR21023726
SRR16762203
SRR13483696
SRR23998337
SRR13483703
SRR13483892
SRR16643060
SRR24582420
SRR23337487
SRR16217961
SRR14581119
SRR23337568
SRR23337453
SRR23335816
SRR23337607
SRR21023482

SRR25665165
SRR23707412
SRR24580995
SRR23707377
SRR13483650

SRR13483697
SRR23707438
SRR24581160

SRR23707224
SRR13483752

SRR25665016
SRR23024080
SRR13483648
SRR24581082

(Hains et al.

(Hains et al.

(Hains et al.
(Hains et al.
(Smith et al.
(Hains et al.
(Hains et al.
(Smith et al.

(Smith et al.
(Smith et al.

(Hains et al.

(Hains et al.

(Hains et al.

(Smith et al.
(Smith et al.

(Smith et al.

(Smith et al.
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2022)
2022)

2022)
2022)
2023a)
2022)
2022)
2023a)

2023a)
2023a)
2022)

2022)

2022)

2023a)
2023a)

2023a)

2023a)


https://www.zotero.org/google-docs/?Lpm7R1
https://www.zotero.org/google-docs/?JDakCZ
https://www.zotero.org/google-docs/?KOLbLU
https://www.zotero.org/google-docs/?0zE9Bm
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483843
https://www.zotero.org/google-docs/?ciAoR5
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR21023726
https://www.zotero.org/google-docs/?w4CztZ
https://www.zotero.org/google-docs/?cAuVVk
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483696
https://www.zotero.org/google-docs/?09MTHJ
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23998337
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra?run=SRR13483703
https://www.zotero.org/google-docs/?LxpvEm
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483892
https://www.zotero.org/google-docs/?eU6Z5p
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR16643060
https://www.zotero.org/google-docs/?WyiQBE
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR24582420
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23337487
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR16217961
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR14581119
https://www.zotero.org/google-docs/?f0kueJ
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23337568
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23337453
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23335816
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23337607
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR21023482
https://www.zotero.org/google-docs/?6mqdDV
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR25665165
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23707412
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23707377
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483650
https://www.zotero.org/google-docs/?87tddz
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483697
https://www.zotero.org/google-docs/?h1rK5Y
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23707438
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR24581160
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23707224
https://www.zotero.org/google-docs/?EMea8O
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR25665016
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23024080
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483648
https://www.zotero.org/google-docs/?dGDw4s
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR24581082

Graydidascalus
brachyurus

Hapalopsittaca
amazonina

Hapalopsittaca pyrrhops
Hapalopsittaca melanotis
Pionus fuscus

Pionus sordidus

Pionus maximiliani
Pionus tumultuosus
Pionus senilis

Pyrilia haematotis
Pyrilia barrabandi
Pyrilia caica

Pyrilia aurantiocephala
Pyrilia vulturina
Brotogeris sanctithomae
Brotogeris tirica
Brotogeris versicolurus
Brotogeris chiriri
Brotogeris pyrrhoptera
Brotogeris jugularis
Brotogeris chrysoptera
Bolborhynchus lineola a
Bolborhynchus lineola b

Bolborhynchus
orbygnesius

Nannopsittaca
panychlora

Nannopsittaca dachilleae
Psilopsiagon aymara
Psilopsiagon aurifrons
Touit batavicus

Touit huetii

Touit dilectissimus

Touit purpuratus

Androglossini

Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini

Androglossini
Brotogerini

Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Amoropsittacini
Amoropsittacini

Amoropsittacini
Amoropsittacini

Amoropsittacini
Amoropsittacini
Amoropsittacini
Touitini
Touitini
Touitini

Touitini

SRR13483858

SRR13483854
SRR13483854
SRR13483855
SRR23710384
SRR13483762
SRR14197500
SRR13483761
SRR7535937

SRR13483691
SRR13483693
SRR13483692
SRR13483809
SRR13483781
SRR13483921
SRR25665017
SRR13483918
SRR13483924
SRR28963962
SRR13483923
SRR13483933
SRR21034921
SRR13483928
SRR13483926

SRR13483824

SRR13483826
SRR13483706
SRR13483707
SRR13483685
SRR13483679
SRR13483680
SRR13483678

(Smith et al.

(Smith et al.

(Smith et al

(Smith et al.
. 2022)
(Smith et al.

(Hains et al

(Smith et al.
. 2023a)
(Smith et al.
. 2023a)
(Smith et al.
. 2023a)

(Smith et al

(Smith et al

(Smith et al

(Smith et al

(Smith et al.
(Smith et al.
(Hains et al.
(Smith et al.
(Smith et al.

(Smith et al.

(Smith et al.
(Smith et al.
(Smith et al.
(Smith et al.
(Smith et al.
(Smith et al.
(Smith et al.
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2023a)

2023a)

. 2023a)
(Smith et al.

2023a)

2023a)

2023a)

2023a)

2023a)

2023a)

. 2023a)
(Smith et al.

2023a)

2023a)
2023a)
2022)

2023a)
2023a)

2023a)

2023a)
2023a)
2023a)
2023a)
2023a)
2023a)
2023a)


https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483858
https://www.zotero.org/google-docs/?V0nKGR
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483854
https://www.zotero.org/google-docs/?G6dxTm
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483854
https://www.zotero.org/google-docs/?vzrxAE
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483855
https://www.zotero.org/google-docs/?v2ZjxE
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR23710384
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483762
https://www.zotero.org/google-docs/?j2kkfq
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR14197500
https://www.zotero.org/google-docs/?OXAIRX
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483761
https://www.zotero.org/google-docs/?Hr5SAu
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR7535937
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483691
https://www.zotero.org/google-docs/?Y1PYHR
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483693
https://www.zotero.org/google-docs/?W4w1nh
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483692
https://www.zotero.org/google-docs/?Wpcyuo
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483809
https://www.zotero.org/google-docs/?CtFakh
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483781
https://www.zotero.org/google-docs/?dpBaHo
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483921
https://www.zotero.org/google-docs/?i5NX3D
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR25665017
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483918
https://www.zotero.org/google-docs/?xey6Ae
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483924
https://www.zotero.org/google-docs/?aUWc6b
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483923
https://www.zotero.org/google-docs/?U6BI4v
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483933
https://www.zotero.org/google-docs/?TB5BLe
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR21034921
https://www.zotero.org/google-docs/?jDpMXg
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483928
https://www.zotero.org/google-docs/?dwy6Cr
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483926
https://www.zotero.org/google-docs/?DM9mdm
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483824
https://www.zotero.org/google-docs/?kFUEKo
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483826
https://www.zotero.org/google-docs/?LD1KD7
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483706
https://www.zotero.org/google-docs/?WQje3D
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483707
https://www.zotero.org/google-docs/?M5lWd3
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483685
https://www.zotero.org/google-docs/?n5ndpb
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483679
https://www.zotero.org/google-docs/?QyRYNQ
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483680
https://www.zotero.org/google-docs/?Oc4DM8
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483678
https://www.zotero.org/google-docs/?auPnOx
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Touit stictopterus Touitini SRR13483677 (Smith et al. 2023a)

Forpus modestus a Forpini SRR24581606 -

Forpus modestus b Forpini SRR13483869 (Smith et al. 2023a)

Forpus cyanopygius Forpini SRR24581689 -

Forpus spengeli Forpini SRR25667516 -

Forpus crassirostris Forpini SRR13483871 (Smith et al. 2023a)

Forpus xanthopterygius  Forpini SRR13483864 (Smith et al. 2023a)

Forpus conspicillatus a  Forpini SRR24581152 -

Forpus conspicillatus b~ Forpini SRR13483866 (Smith et al. 2023a)

Forpus coelestis Forpini SRR13483872 (Smith et al. 2023a)

Forpus xanthops Forpini SRR13483868 (Smith et al. 2023a)
Subfamilia Psittacinae

Espécie Tribo SRA Referéncia

Psittacus timneh a - SRR9613699 (Hains et al. 2022)

Psittacus timneh b - SRR9614207 (Hains et al. 2022)

Poicephalus flavifrons - SRR23712641 -

Poicephalus robustusa - SRR16904278 (Hains et al. 2022)

Poicephalus robustusb - SRR13483642 (Smith et al. 2023b)

Poicephalus meyeri - SRR13024104 (Hains et al. 2022)

Poicephalus rueppellii - SRR23998214 -

Poicephalus - SRR16904301 (Hains et al. 2022)

cryptoxanthus

Poicephalus rufiventris - SRR16687837 (Hains et al. 2022)

2.2. Montagem de mitogenomas

As bibliotecas de DNA-seq foram importadas para a plataforma Galaxy

Europe (https://lusegalaxy.eu/) e utilizadas para a montagem dos genomas

mitocondriais completos. Realizamos as montagens com a ferramenta GetOrganelle

v. 1.7.7.0 (Jin et al. 2020), por meio de abordagem de novo, empregando o banco

de referéncia para mitocondriais animais (-F animal_mt), nimero maximo de

rodadas de extensao (-R) igual a 30 e os valores de k-mer utilizados pelo SPAdes

(-k 21, 55, 85, 115). Os demais parametros foram mantidos em sua configuragdo

padrao.


https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483677
https://www.zotero.org/google-docs/?GqrUcX
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR24581606
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483869
https://www.zotero.org/google-docs/?OYKBvb
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR24581689
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR25667516
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483871
https://www.zotero.org/google-docs/?z0BabA
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483864
https://www.zotero.org/google-docs/?TPmUR8
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR24581152
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483866
https://www.zotero.org/google-docs/?Xy2BaM
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces?run=SRR13483872
https://www.zotero.org/google-docs/?UHJBvr
https://www.zotero.org/google-docs/?X3GHgr
https://www.zotero.org/google-docs/?Zzpmyb
https://www.zotero.org/google-docs/?gXfY1t
https://www.zotero.org/google-docs/?NRp1qe
https://www.zotero.org/google-docs/?AKqcp3
https://www.zotero.org/google-docs/?45rDBo
https://www.zotero.org/google-docs/?9wGypq
https://www.zotero.org/google-docs/?EhQoKD
https://www.zotero.org/google-docs/?7iJI2G
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Para os genomas mitocondriais ndo montados com sucesso no
GetOrganelle, utilizamos a ferramenta NOVOPlasty v. 4.3.1 (Dierckxsens et al.
2016) na mesma plataforma, a qual utiliza a mesma abordagem de novo, guiada por
uma sequéncia (seed). Esta sequéncia corresponde a um gene mitocondrial
conservado, responsavel por orientar a extensdo das leituras até a montagem
completa do mitogenoma. As montagens nesta ferramenta foram conduzidas
utilizando a opg¢ao Mitochondrial assembly e inicialmente foram realizadas utilizando
k-mer igual a 23. Nos casos sem sucesso na montagem completa, foram testados
sucessivamente os valores de k-mer 39 e 45. Mantivemos os demais parametros

em seus valores padréo.

2.3. Anotacao dos mitogenomas circularizados

Inicialmente, conduzimos um teste com as ferramentas de anotacdo MitoZ
v.3.6 (Meng et al. 2019) e MITOS2 v.2.1.3 (Donath et al. 2019), a fim de se
identificar a ferramenta que melhor atenda as particularidades dos mitogenomas
estudados. Identificamos apds a anotagdo, uma fragmentagdo do gene da NADH
Desidrogenase subunidade 3 (ND3) associada a MITOS2. Sendo assim,
priorizamos para a anotagao dos genomas mitocondriais resultantes da montagem,
a utilizagao da ferramenta MitoZ, sob a opgao -clade Chordata. Entretanto, para os
genomas que nao puderam ser anotados com sucesso pelo MitoZ, utilizamos a
ferramenta MITOS2, disponivel na plataforma Galaxy Europe, empregando as
configuragbes padronizadas para genoma animal, sob a opgao de cédigo genético

de vertebrados (Vertebrate (2)) e dados de referéncia animal (RefSeq63 Metazoa).

2.4. Inferéncia Filogenética

Para a inferéncia filogenética, separamos por meio de script proprio, as
sequéncias dos 13 PCGs das espécies estudadas, em arquivos fasta individuais
para cada PCG. Alinhamos as sequéncias individualmente por conjunto de dados de
PCG usando o software MEGA 11 (Tamura et al. 2021) pelo algoritmo MUSCLE.
Concatenamos e particionamos por gene os alinhamentos, usando a ferramenta
Concatenator v.0.2.1 (Vences et al. 2022). A inferéncia filogenética foi realizada
utilizando o método de maxima verossimilhanca (ML) no IQ-TREE v2.2.2.6 (Minh et

al. 2020). Para testar o suporte das ramificagdes, utilizamos Bootstrap Ultrafast


https://www.zotero.org/google-docs/?AK9Kxx
https://www.zotero.org/google-docs/?AK9Kxx
https://www.zotero.org/google-docs/?BKwaR0
https://www.zotero.org/google-docs/?Bc7tGZ
https://www.zotero.org/google-docs/?0Z2Ui3
https://www.zotero.org/google-docs/?HvTG29
https://www.zotero.org/google-docs/?xa2Z1D
https://www.zotero.org/google-docs/?xa2Z1D
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(UFBoot) (Minh et al. 2013) com 10.000 réplicas. O teste do modelo evolutivo e
selecao automatica do modelo mais apropriado para cada parti¢ao, foi feito usando
o parametro MFP + MERGE (-m). A arvore resultante foi visualizada e enraizada na
ferramenta online iTOL v6 (Letunic and Bork 2021) e editada no software Inkscape

v.1.4.3 (https://inkscape.org/). Considerando os resultados filogenéticos obtidos, as

sequéncias dos PCGs de cada espécie foram analisadas, indicando a necessidade
da realizagdo de uma nova inferéncia filogenética, que foi conduzida utilizando 12

PCGs, com a exclusao do gene ND6.

2.5. Andlise de sequéncias divergentes e de rearranjos

A ferramenta Nucleotide Blast (Camacho et al. 2009) do NCBI foi utilizada
para comparar os mitogenomas completos de espécies cuja posicdo na arvore
filogenética divergiu do esperado. Para tal, a sequéncia do mitogenoma analisado
foi importada para a ferramenta online e utilizada para buscar sequéncias altamente
semelhantes na colecao de nucleotideos do banco de dados padrao do NCBI.

Todos o0s genomas mitocondriais anotados foram analisados visando
identificar rearranjos génicos e compara-los com grupos proximos € com rearranjos
ja descritos. Analisamos a composicdo e ordem génica e verificamos possiveis
duplicagdes. As representacdes lineares da organizagao génica foram elaboradas
por meio da ferramenta online OGDRAW (Greiner et al. 2019) e editadas no

software Inkscape v.1.4.3.

3. Resultados
3.1. Montagem e anotagao

Montamos 96 genomas mitocondriais de 91 espécies de Psittacidae,
neotropicais e africanos (Tabela 3), o que representa um acréscimo de
aproximadamente 52% na cobertura mitogendmica da familia. Esse incremento
amplia a disponibilidade de dados moleculares para a familia, reduzindo lacunas na
representacao mitogendmica e fornecendo uma base mais abrangente para estudos
de diversidade genética, sistematica e evolugdo, com potencial para subsidiar
pesquisas sobre a biodiversidade de Psittacidae.

Em praticamente todos os mitogenomas, identificamos o conjunto tipico de
genes mitocondriais, compreendendo 13 PCGs, dois rRNA e 22 tRNA, além da

regido controle (CR) (Urantéwka et al. 2020a). No entanto, embora a composigéao


https://www.zotero.org/google-docs/?RZPq7e
https://www.zotero.org/google-docs/?JN1FmJ
https://inkscape.org/
https://www.zotero.org/google-docs/?sawHZu
https://www.zotero.org/google-docs/?idvmaw
https://www.zotero.org/google-docs/?xrIhs9
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génica tenha sido conservada, o arranjo estrutural dos mitogenomas variou entre os
grupos analisados, com a presencga recorrente de duplicagdes (Fig. 2). Identificamos
oito rearranjos génicos distintos dentro da familia Psittacidae. Observamos ainda,
uma insercdo de nucleotideo unico na posi¢ao 174 do gene ND3 (ND3-174), em
quase todos os mitogenomas montados e anotados, com excegao de Touit
purpuratus, Pionus sordidus, Psilopsiagon aurifrons e Touit purpuratus. As bases
inseridas variaram em citosina (C) e timina (T) (Fig. 3).
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Tabela 3. Caracteristicas gerais das montagens e anotacées e dados dos mitogenomas analisados.

Subfamilia Arinae

. . Anota Khmer % Genes Genes .
Espécie Tribo Montagem cao Seed (NovoPlasty pb GC ausentes fragmentados Duplicagdes
Anodorhynchus leari Arini NovoPlasty MitoZ mitogenoma de 23 16986 46 - - -

A. hyacinthinus

Anodorhynchus glaucus Arini GetOrganelle MltoZ - - 15699 47 - - -
Aratinga jandaya Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16250 48 ND6; - -

tRNA-Glu

e

tRNA-Pro
Aratinga auricapillus Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16984 46 - - -
Aratinga weddellii Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16994 46 - - -
Cyanoliseus patagonus Arini NovoPlasty MitoZ ND2 23 16976 45 - - -
Deroptyus accipitrinus Arini GetOrganelle MltoZ - - 18880 47 - - 2x: tRNA-Pro

e CR

Enicognathus leptorhynchus Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16978 47 - - -
Enicognathus ferrugineus  Arini NovoPlasty Mitos2 CYTB 23 16978 47 - ND3 -
Eupsittula aurea Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16978 46 - - -
Eupsittula cactorum Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16985 47 - - -
Eupsittula canicularis Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16985 47 - - -
Eupsittula nana Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16968 47 - - -
Leptosittaca branickii Arini NovoPlasty MitoZ ND2 39 16976 45 - - -

Primolius auricollis Arini NovoPlasty MitoZ ND2 23 16992 47 - - -



Psittacara wagleri
Psittacara frontatus
Psittacara erythrogenys
Psittacara finschi
Psittacara euops
Psittacara chloropterus
Pyrrhura devillei

Pyrrhura emma
Pyrrhura lucianii

Pyrrhura roseifrons
Pyrrhura leucotis

Pyrrhura pfrimeri
Pyrrhura viridicata
Pyrrhura rhodocephala

Conuropsis carolinensis
Alipiopsitta xanthops
Amazona festiva
Amazona tucumana

Amazona finschi

Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini
Arini

Avrini
Arini
Avrini
Avrini
Arini
Avrini
Avrini
Arini
Androglossini

Androglossini
Androglossini

Androglossini

NovoPlasty
GetOrganelle
NovoPlasty
NovoPlasty
NovoPlasty
NovoPlasty
GetOrganelle
NovoPlasty

NovoPlasty

GetOrganelle
NovoPlasty
NovoPlasty

NovoPlasty
NovoPlasty

GetOrganelle
NovoPlasty

GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle

MitoZ
MltoZ
MitoZ
MitoZ
MitoZ
MitoZ
MitoZ
MitoZ

MitoZ

MitoZ
MitoZ
MitoZ

MitoZ

MitoZ

MitoZ
Mitoz

Mitoz
Mitos2
Mitoz

ND2 23
ND2 23
ND2 45
ND2 45
ND2 23
ND2 de 23
Pyrrhura perlata

ND2 de 23

Pyrrhura perlata

ND2 23
ND2 de 39
Pyrrhura perlata
ND2 de 23
Pyrrhura perlata
ND2 de 23

Pyrrhura perlata

CYTB

16968
16969
16972
16968
16975
16975
18841

16991

16993
16984
16924

16992

16992

18855
18268

18847
18646
18739

46
46
46
47
46
46
47
46

47

48
47
46

47

47

45
45

46
46
46

tRNA-Glu
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2x: CR

2x: CR
2x: CR
2x: CR



Amazona autumnalis
Amazona dufresniana
Amazona rhodocorytha

Amazona arausiaca

Amazona oratrix

Amazona albifrons

Amazona xantholora

Amazona leucocephala

Amazona kawalli

Amazona mercenarius
Graydidascalus brachyurus

Hapalopsittaca amazonina

Hapalopsittaca pyrrhops

Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini
Androglossini

Androglossini

Androglossini

GetOrganelle
GetOrganelle
NovoPlasty
GetOrganelle
GetOrganelle
NovoPlasty

NovoPlasty

GetOrganelle
NovoPlasty

GetOrganelle
GetOrganelle
NovoPlasty

NovoPlasty

Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz

Mitoz

Mitoz
Mitoz

Mitoz
Mitoz
Mitoz

Mitoz

CYTB

ND2

COX1

COX1

mtDNA de
Graydidascalus
brachyurus

mtDNA de
Graydidascalus
brachyurus

39

39

39

39

18698
18771
18906
18915
18851
16408

16398

18608
16473

18872
18202
16407

16407

46
46
46
46
46
46

46

46
47

46
46
48

48

ND6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro

ND6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro

ND6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro

tRNAs

NDG6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro

NDG6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro

2x:
2x:
2x:
3x:
2x:
3x:

2X:

2X:
3x:

2X:

3x:

3x:
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CR
CR
CR
CR

CR
CR

CR

CR
CR

CR

CR

CR



Hapalopsittaca melanotis

Pionus fuscus

Pionus sordidus

Pionus maximiliani

Pionus tumultuosus

Pionus senilis

Pyrilia haematotis
Pyrilia barrabandi
Pyrilia caica

Pyrilia aurantiocephala

Pyrilia vulturina

Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini

Androglossini
Androglossini
Androglossini
Androglossini

Androglossini

NovoPlasty

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz

mtDNA de

Graydidascalus

brachyurus

39

16487

20613

20612

20621

16481

20649

18734
18660
18702
18710
18709

47

46

46

46

47

46

46
46
46
46
46

ND6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro

NDG6;
tRNA-Glu
e
tRNA-Pro
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2x: CR

3x: CR

2x: ND6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

3x: CR

2x: ND6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

3x: CR

2x: ND6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

3x: CR; 3x:
CR; ND6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

2x: CR
2x: CR
2x: CR
2x: CR
2x: CR



Brotogeris sanctithomae
Brotogeris tirica
Brotogeris versicolurus
Brotogeris chiriri
Brotogeris pyrrhoptera
Brotogeris jugularis
Brotogeris chrysoptera

Bolborhynchus lineola

Bolborhynchus orbygnesius

Nannopsittaca panychlora

Nannopsittaca dachilleae

Psilopsiagon aymara

Psilopsiagon aurifrons

Touit batavicus

Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini
Brotogerini

Amoropsittacin
[

Amoropsittacin
[

Amoropsittacin
[

Amoropsittacin
[

Amoropsittacin
[

Amoropsittacin
[

Touitini

GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle

Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz
Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

Mitoz

16998
17280
17279
17290
17450
17395
17454
16827

19190

19524

19061

16908

19357

19026

47
47
47
47
47
47
47
46

45

47

46

45

45

45
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2x: CR; NDe6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

2x: CR; ND6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

2x: CR; NDe6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

2x: CR

2x: CR; ND6;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

2x: CR; ND6;
tRNA-Glu;
tRNA-Pro e
tRNa-Thr



Touit huetii
Touit dilectissimus

Touit purpuratus

Touit stictopterus

Forpus modestus

Forpus cyanopygius

Forpus spengeli
Forpus crassirostris
Forpus xanthopterygius

Forpus conspicillatus

Forpus coelestis

Forpus xanthops

Touitini
Touitini

Touitini

Touitini

Forpini

Forpini

Forpini
Forpini
Forpini

Forpini

Forpini

Forpini

GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle

GetOrganelle

GetOrganelle
GetOrganelle

GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle
GetOrganelle

GetOrganelle
GetOrganelle

Mitoz -
Mitoz -
Mitoz -

Mitoz -

Mitoz -
Mitoz -

Mitoz -
Mitoz -
Mitoz -
Mitoz -

Mitoz -
Mitoz -

16852
16821
19160

21231

16973
19061

17432
18452
18449
23027

18454
18462

44
44
45

44

46
46

45
45
45
45

45
45
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2x: CR; ND6;
tRNA-Glu;
tRNA-Pro e
tRNa-Thr

2X: ND6
3x: CR;
tRNA-Glu;
tRNA-Pro e
tRNa-Thr

2x: CR

2x: CR; ND6;
tRNA-Glu;
tRNA-Pro e
tRNa-Thr

2x: CR
2x: CR
2x: CR

4x: CR

3x: ND6;
tRNA-Glu;
tRNA-Pro e
tRNa-Thr

2x: CR
2x: CR

Subfamilia Psittacinae
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Espécie Tribo Montagem :;: N Seed Kmer pb (()./-‘:C Slfsn::tes fGr:;‘;sentados Duplicagdes

Psittacus timneh a - GetOrganelle Mitoz - - 17964 48 - - -

Psittacus timneh b - GetOrganelle Mitoz - - 17964 48 - - -

Poicephalus flavifrons - GetOrganelle Mitoz - - 18012 48 - - -

Poicephalus robustus a - GetOrganelle Mitoz - - 17771 49 - - -

Poicephalus robustus b - GetOrganelle Mitoz - - 18202 49 - - -

Poicephalus meyeri - GetOrganelle Mitoz - - 18321 48 - - -

Poicephalus rueppellii - GetOrganelle Mitoz - - 19929 48 - - 2x: CR;
tRNA-Glu e
tRNA-Pro

Poicephalus cryptoxanthus - GetOrganelle Mitoz - - 18037 48 - - -
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Anodorhynchus hyacinthinus  Ara ararauna Aratiga auricapillus

Cyanopsitta spixii Diopsittaca nobilis Enicognathus leptorhynchus  Eupsittula aurea ~ Guaruba guarouba



30

i .
Leptosittaca branickii Ognorhynchus icterotis Othop

et

sittaca manilatus  Pionites melanocephalus Primolius maracana

P

Psittacara wagleri  Pyrrhura pfrimeri ~ Rhynchopsitta pachyrhyncha Thectocercus acuticaudatus Conuropsis carolinensis



Amazona aestiva

AA

Pyrilia barfa;-t)aiﬁdf-

Graydidascalus brachyurus Hapalopsittaca pyrrhops

Rhynchopsitta pachyrhyncha Brotogeris tirica

Pionopsitta pileata

Myiopsitta monachus

31
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AE Al

Nannopsittaca panychlora  psilopsiagon aurifronsus ~ Touit surdus Forpus xanthopterygius

AK

Poicephalus rufiventris Psittacus erithacus

Fig. 1 Representantes dos 37 géneros de Psittacidae. As informagdes de autoria, fonte e licenga das imagens estao disponiveis

na tabela 1 do material suplementar
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Rearrangement | ND5 CYTB tmT(ugu) NCR
Observed in Forpini (I
Forpus conspicillatus 1 1 1
Rearrangement " ND4 ND5 CYTB trnT(ugu) NCR trnT(ugu) NCR trnT(ugu) NCR
Observed in Touitini l _l l I
Touit stictopterus I L1 ! !
EEE] T I T ¥ £t
%’(&é’% 5 s B E
Rearrangement "| ND4 ND5 CYTB  tmT(ugu) NCR
Observed in Androglossini I -
Pionus fuscus . 1 1
Rearrangement |V ND4 ‘h ND5 , CYTB  tmT(ugu) e
Observed only in P. ruepellii l _ 1 1
Poicephalus rueppellii — e 3 ~
Rearrangement V I B S
Observed in AmOFOpSIttaCInI, £z ND4 ND5 CYTB  trnT(ugu) NCR trnT(ugu) NCR
Forpini and Touitini L1 . _ l
Bolborhynchus orbygnesius I I I IA
5%
Rearrangement VI Z END4L ND4 ND5 CYTB  tmT(ugu) NCR
Observed only in D. accipitrinus | I T
Deroptyus accipitrinus
trnP(ugg) g § g
Rearrangement VI ‘g E T .
" -~ Z END4L ND4 NDS cYTB tmT(ugu)
Observed in Androglossini and I . _g
Psittacinae T T

Amazona tucumana

qu
{e}
U
tmP(ugg)
ND6
trnE{uuc)

Rearrangement VI § 7 f(fj
Observed in Brotogerini, Forpini’ coxs £ 2 Enpa ND4 ND5 CYTB  tmT(ugu) NCR
Touitini, Amoropsittacini and Arini L1 .
Aratinga auricapillus | I
Il Transfer RNAs PCG COX3 PCGs (NDs) [ PCGCYTB  NCR= Non-coding region

Fig. 2 Representacido linear dos diferentes rearranjos génicos identificados em
Psittacidae. E exibida a regi&o variante do genoma mitocondrial correspondente &

localizacéo dos blocos génicos duplicados.

3.1.1. Subfamilia Arinae- Tribo Arini

Montamos e anotamos os genomas mitocondriais de 30 espécies da tribo

Arini. As anotagdes génicas revelaram o padréo tipico observado em vertebrados. A
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organizacdo génica foi conservada entre as espécies e seguiu a mesma ordem
descrita para o genoma mitocondrial tipico das aves (Fig. 2). Entretanto,
identificamos no genoma mitocondrial de Deroptyus accipitrinus, uma duplicagao do
gene trP e da regidao controle (CR). O conteudo GC variou de 44% a 47%. O
comprimento dos genes codificadores manteve-se estavel entre as espécies, com
pequenas variagdes.

Entre os genes analisados, o ND6 apresentou maior perda entre as espécies,
com a sequéncia ausente em Aratinga jandaya e com regides incompletas nos
alinhamentos de outras espécies. Os demais genes mostraram alinhamentos
continuos e sem perdas consideraveis. A supracitada insercdo na posi¢ao 174 do
gene ND3 foi identificada em todas as espécies analisadas (Fig. 3). Vale destacar
que, embora a insergao tenha sido observada em todos os grupos de Arini cujas
montagens e anotagdes foram realizadas neste estudo, ela ndo ocorre em todas as

espeécies da tribo.

3.1.2. Subfamilia Arinae- Tribo Androglossini e Brotogerini

Montamos e anotamos os genomas mitocondriais de 28 espécies da tribo
Androglossini e sete espécies da tribo Brotogerini (Tabela 3). A montagem nao foi
bem sucedida para 16 espécies, portanto, dos taxons das duas tribos sem
mitogenoma completos montados e anotados disponivel no GenBank, este estudo
contempla 63% das espécies de Androglossini e 100% de Brotogerini. Para algumas
espécies a anotacdo nao foi eficiente em recuperar os 37 genes, com auséncia
restrita aos genes de tRNA e da NADH desidrogenase subunidade seis (ND6)
(Tabela 3). As montagens alinhadas ndo mostraram auséncia de grandes lacunas,
evidenciando boa qualidade geral dos mitogenomas obtidos. Os mitogenomas
anotados variaram em 16.398 e 20.649 pb em Androglossini e em 16.998 e 17.454
pb em Brotogerini. O contetdo GC em Androglossini variou entre 45% e 48%. Em
Brotogerini se manteve em 47%.

Identificamos em quatro dos cinco mitogenomas montados do género Pionus,
uma duplicagdo no bloco génico trnP- ND6- trnE  (trnP, RNA transportador da
prolina; NDG6; trnE, RNA transportador do glutamato) (Fig. 2). Além disso,
observamos na CR destas espécies, a presenga de trés regides, interpretadas pela

ferramenta de anotacdo, como sendo origens de replicagdo (ORs). Esse mesmo
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padrao de repeticao foi observado nas demais espécies da tribo Androglossini, com
a presenca de trés ou duas ORs, com excecao de Pionus tumultuosus, onde
identificamos apenas uma OR. Visto que a ferramenta de anotagdo ndo conseguiu
anotar os tRNAs de Graydidascalus brachyurus, nao foi possivel identificar sua CR.
Observamos um maior comprimento dos mitogenomas e da CR de espécies com
mais de uma OR, o que associado ao numero de OR, é consistente com eventos de
duplicagdo ou triplicacdo da CR. N&o identificamos indicios de duplicacdo em

Pionus tumultuosus e em nenhuma espécie da tribo Brotogerini.

3.1.3. Subfamilia Arinae- Tribos Amoropsittacini e Touitini

Montamos e anotamos o0s mitogenomas de seis espécies da tribo
Amoropsittacini e de cinco espécies da tribo Touitini (Tabela 3). As montagens nao
foram bem sucedidas para quatro espécies. Sendo assim, contemplamos neste
estudo, 86% de espécies de Amoropsittacini e 62% de Touitini, no que tange a
disponibilidade de genomas mitocondriais completos montados e anotados, o que
corresponde a 100% dos mitogenomas completos disponibilizados no GenBank
para estas tribos. Os anotadores foram eficientes em recuperar todos os genes
mitocondriais tipicos de vertebrados, com exce¢des pontuais. ldentificamos PCGs,
tRNAs e rRNAs, além da CR. Os mitogenomas anotados variaram em 16.827 e
19.524 pb em Amoropsittacini e em 16.821 e 21.231 pb de Touitini. O conteudo GC
variou de 45% a 47% e 44% a 45 % em Amoropsittacini e Touitini, respectivamente.

Identificamos nos mitogenomas de cinco das seis espécies anotadas de
Amoropsittacini e de trés das cinco de Touitini, uma duplicagdo no bloco génico trnP-
NDG6- trnE, separadas por espacgos intergénicos nao codificantes (Fig. 2). Além
dessas duplicacgdes, identificamos também a duplicacéo do trnT (RNA transportador
da treonina) e da CR. Observamos nos mitogenomas destas espécies, duas regides
tidas como ORs, presente também em Psilopsiagon aymara, espécie sem a
duplicagado do bloco génico ou do trnT. Montamos duas bibliotecas de B. lineola, e

[{pegl)

os mitogenomas resultantes aqui nomeados “a” e “b”, apresentaram caracteristicas
e tamanho distintos. As citadas duplicagbes foram identificadas em B. lineola a, mas
nao em B. lineola b. Observamos que a CR de P. aymara é ligeiramente maior que
a de B. lineola b, ambas as espécies sem o0s supracitados indicios de duplicagdes.
Este mesmo padrao de repeticao génica, porém, em trés copias, foi identificado em

T. stictopterus, cuja unica discrepancia € a auséncia do ND6 na terceira repeticdo do
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bloco génico. Observamos um maior comprimento dos mitogenomas de espécies
com mais de uma OR. N&o identificamos evidéncias de duplicacdo em B. lineola b,

T. huetii e T. dilectissimus.

3.1.4. Subfamilia Arinae- Tribo Forpini

Montamos e anotamos os genomas mitocondriais de oito espécies da tribo
Forpini (Tabela 3). Contemplamos 100% das espécies sem mitogenoma completo
disponivel no GenBank, representando uma contribuicao de 89% para a tribo, o que
possibilitou a cobertura de 100% do grupo no que se refere a disponibilidade de
genomas mitocondriais completos, montados e anotados. ldentificamos em ambas
as espécies, os PCGs, rRNAs e tRNAs tipicos de vertebrados, além da CR. O
comprimento dos mitogenomas anotados variou de 16.973 a 23.027 pb. O conteudo
GC variou entre 45% e 46%.

Identificamos em duas espécies da tribo, um rearranjo génico discrepante
das demais (Fig. 2). Forpus cyanopygius apresentou a mesma supracitada
duplicagao do bloco génico trnP- ND6- trnE, do trnT e da CR, com a presenca de
duas OR no mitogenoma. Ja em Forpus conspicillatus, observamos uma triplicagao
no mesmo bloco génico. Nas sequéncias n&o codificantes coincidentes com a CR,
identificamos quatro regides tidas como ORs, indicando evento de quadruplicacéo.
Nas demais espécies da tribo, identificamos duas ORs, consistente com eventos de

duplicagao da CR.

3.1.5. Subfamilia Psittacinae

Montamos e anotamos o0s genomas mitocondriais de seis espécies da
subfamilia Psittacinae (Tabela 3). Contemplamos 75% das espécies sem
mitogenoma completo disponivel no GenBank, representando uma contribuigdo de
50% para a subfamilia, o que possibilitou a cobertura de 83% do grupo no que se
refere a disponibilidade de genomas mitocondriais completos, montados e anotados.
Identificamos em ambas as espécies, os PCGs, rRNAs e tRNAs tipicos de
vertebrados, além da CR. O comprimento dos mitogenomas anotados variou de
17.771 a 19.929 pb. O conteudo GC variou entre 48% e 49%. Identificamos em uma
espécie, um rearranjo génico divergente das demais (Fig. 2). Poicephalus rueppellii
apresentou uma duplicagdo dos genes trnP, trnE e CR, com a identificagao de trés

OR no mitogenoma. Nas demais espécies, com excegao de P. rufiventris,
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identificamos duas ORs, consistente com eventos de duplicagdo da CR. Em P,

rufiventris encontramos apenas uma OR.

3.2. Inferéncia filogenética e andlise de sequéncias divergentes

A analise individual das anotagdes indicou a auséncia do gene ND6 em oito
espécies, assim, conduzimos a inferéncia filogenética com base nos 12 PCGs
concatenados, excluindo o ND6. A arvore resultante (Fig. 3) apresentou topologia
estavel e elevados valores de suporte, evidenciando relagdes bem resolvidas entre
os principais clados de Psittacidae. Para melhor visualizagdo das relacdes entre as
topologias, construimos também uma arvore colapsada (Fig. 4), onde os principais
grupos séo apresentados como agrupamentos resumidos. Destacamos que apesar
dos grupos colapsados, nem todos sdo monofiléticos, conforme sera discutido
adiante. Identificamos a separacgao clara entre as linhagens africanas (Psittacinae) e
neotropicais (Arinae). Observamos também maior proximidade entre as tribos
Androglossini e Brotogerini; Amoropsittacini e Touitini; bem como entre Forpini e

Arini.
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Fig. 3 Arvore filogenética circular da familia Psittacidae, inferida pelo método de méaxima verossimilhanca (ML) a partir do conjunto
concatenado dos 12 PCGs, com exclusdo do ND6. As cores indicam os agrupamentos taxondmicos em Psittacidae (tribos de

Arinae e géneros de Psittacinae). As silhuetas representam, de forma ilustrativa, a morfologia caracteristica dos grupos
analisados.
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Fig. 4 Arvore filogenética colapsada da familia Psittacidae (subfamilia Arinae e
Psittacinae), inferida a partir do conjunto concatenado dos 12 PCG, com exclusao
do ND6. Os grupos colapsados sao representados por triangulos. Os valores
indicam o suporte dos ramos e foram exibidos quando igual ou superior a 60. O
clado Androglossini corresponde ao agrupamento principal da tribo, enquanto
Androglossini Il compreende algumas espécies de Pyrilia. Psittacinae compreende
os psitacideos africanos.

Em analise mais detalhada dos clados, algumas amostras apresentaram
posicionamentos divergentes em relagdo ao esperado taxonomicamente. A saber:
A. jandaya, foi recuperada junto ao género africano de Poicephalus (fig. 11); F.
cyanopygius, agrupou-se no clado Psittacinae (fig. 11); F. conspicillatus, foi
recuperada inserida em Androglossini (fig. 8); F spengeli, foi recuperada junto ao
grupo externo, assim como P. emma e P. pfrimeri, posicionadas fora do clado
principal de Arini (fig. 6). Esses casos sao detalhados individualmente nas sec¢des

correspondentes.

3.2.1. Subfamilia Arinae- Tribo Arini

Observamos na inferéncia filogenética da tribo Arini, alguns posicionamentos
filogenéticos divergentes do esperado. A espécie A. jandaya, tradicionalmente
incluida no clado das aratingas, foi recuperada distante das demais espécies do
grupo, agrupando-se com o género Poicephalus (fig. 5), indicando alta afinidade

genética deste taxon com o género. O clado formado pelos géneros Ara, Primolius,
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Orthopsittaca e Cyanopsitta, foi recuperado como grupo irmao do clado Aratinga,
com bootstrap maximo (fig. 5). Adicionalmente, destacamos ainda o agrupamento
formado por Diopsittaca, Thectocercus, Guaruba e Leptosittaca, também suportado
por valores maximos de bootstrap.

A extinta Conuropsis carolinensis foi recuperada dentro do clado Aratinga,
com alto suporte, sugerindo forte afinidade filogenética entre esses taxons.
Observamos ainda, a presenga de um taxon de Forpini (F. modestus a) inserido
dentro de Arini, sendo este padrao discutido em maior detalhe na segéao
correspondente a tribo Forpini. As espécies Pyrrhura emma e Pyrrhura pfrimeri, nao
se agruparam com as demais espécies de Pyrrhura, mas sim com o grupo externo,
com suporte maximo (fig. 6). Entretanto, ao excluir estes taxons, o género foi
recuperado como um grupo monofilético bem sustentado, com valores de bootstrap
entre 97 e 100%.

Identificamos trés clados distintos dentro de Pyrrhura: (1) um com apenas
Pyrrhura cruentata, reconhecida como a linhagem mais basal do grupo; (lI) um
segundo clado composto por Pyrrhura picta, Pyrrhura lucianii, Pyrrhura amazonum,
Pyrrhura leucotis e Pyrrhura griseipectus e (lll) um terceiro agrupando as demais

especies.
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Fig. 5 Inferéncia filogenética da tribo Arini baseada em 12 PCGs, com exclusao do
ND6. Os circulos indicam a presenca da inser¢do ND3-174. Circulos cor de laranja
indicam insergéo de timina. Circulos verdes, inser¢do de citosina. Estdo exibidos
valores de bootstrap superiores a 90.
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Fig. 6 Parte da Inferéncia filogenética da familia Psittacidae, baseada em 12 PCGs,
com exclusao do ND6, evidenciando o clado do grupo externo com a presenga de
espécies da tribo Arini e Forpini. Os circulos indicam a presenca da insergao
ND3-174. Circulos cor de laranja indicam inser¢do de timina. Circulos verdes,
insercao de citosina. Estdo exibidos valores de bootstrap superiores a 90.

3.2.2. Subfamilia Arinae- Tribos Forpini

Espécies do género Forpus foram recuperadas em cinco clados distintos:
(I): Agrupamento principal bem suportado com F. coelestis, F. xanthops, F.
passerinus, F. xanthopterygius, F. crassirostris e F. modestus b, sendo recuperado
como clado irmao da tribo Arini (fig. 7);
(I): F. conspicillatus a e b recuperadas dentro da tribo Androglossini, no clado
Amazona, com suporte maximo, indicando alta afinidade deste taxon com o género
Amazona (fig.8);
(lN): £ modestus “a” recuperada dentro da tribo Arini, inserida no clado Psittacara,
com suporte maximo (fig. 5), indicando alta similaridade desta amostra, com o
género Psittacara. A comparagao Blast indicou que as amostras F. modestus “a” e
‘b” apresentam aproximadamente 86% de identidade, com 96% de cobertura e
e-value igual a zero, inconsistente com a atribuicdo de ambas a mesma espécie;
(IV): F. cyanopygius recuperada com suporte maximo, dentro do clado Psittacinae,
os psitacideos africanos (fig. 11), ocupando posigcédo basal, indicando alta afinidade
deste tdxon com a subfamilia Psittacinae;
(V): F spengeli recuperada com alto valor de suporte, no clado do grupo externo
(fig. 6). Analise Blast indicou 99% de identidade com Micrastur gilvicollis

(Falconidae), com 100% de cobertura e e-value igual a zero.
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Fig. 7 Inferéncia filogenética da tribo Forpini baseada em 12 PCGs, com exclusao
do ND6. Os circulos indicam a presenca da insercdo ND3-174. Circulos cor de
laranja indicam insercao de timina. Circulos verdes, insergao de citosina.

3.2.3. Subfamilia Arinae- Tribo Androglossini e Brotogerini

Identificamos a proximidade filogenética entre as tribos Androglossini e
Brotogerini. Recuperamos o agrupamento correspondente a tribo Brotogerini,
conforme proposto recentemente, o qual inclui Myiopsitta monachus e as espécies
do género Brotogeris, com suporte maximo (fig. 8).

Em Androglossini, a maior parte das espécies analisadas foi recuperada em
um clado principal, abrangendo representantes de Amazona, Pionus, Alipiopsitta,
Graydidascalus, Hapalopsittaca e parte de Pyrilia. Nesse agrupamento, Pyrilia
barrabandi e P. caica foram recuperadas préximas de Hapalopsittaca, com suporte
maximo. Adicionalmente, foi recuperado um segundo agrupamento de Androglossini
(Androglossini Il), formado por P. aurantiocephala, P. vulturina, P. haematotis e
Amazona festiva, todos reunidos com suporte maximo (fig. 9). Dentro desse clado,
A. festiva foi recuperada em posicao divergente em relagdo as demais espécies de
Amazona incluidas na analise. A analise Blast indicou que a sequéncia atribuida a
A. festiva apresenta aproximadamente 93% de identidade com espécies do género
Amazona, com 99% de cobertura e e-value igual a zero.

Ainda no mesmo ambito, as duas amostras de F. conspicillatus a e b (a e b),
foram recuperadas inseridas dentro do clado Amazona, com suporte maximo (fig. 8),
indicando um padrao inconsistente com a delimitagdo taxondmica esperada. A
anadlise Blast dessas amostras indicou alta similaridade com sequéncias de
Amazona, corroborando seu posicionamento na arvore. Esses posicionamentos
serao abordados em maior detalhe nas sec¢des especificas de cada tribo.

A limitagdo do numero de amostras disponiveis para o género Pyrilia,

restringe a avaliagdo mais robusta do posicionamento desses taxons, e a dificuldade
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na recuperagao dos mitogenomas de P. pulchra e P. pyrilia impediu uma inferéncia

filogenética mais completa do género.

. Tribo Androglossini
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Brotogeris chiriri
. 100 [::Bratog' togeris versicolurus
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100 Brotogeris chrysoptera
10"l Brotogeris cyanoptera
1% L& Brotogeris pyrrhoptera
Miiopsiis roneetyss

Fig. 8 Inferéncia filogenética das tribos Androglossini e Brotogerini baseada em 12
PCGs, com exclusao do ND6. Os circulos indicam a presenga da inser¢gao ND3-174.
Circulos cor de laranja indicam insergao de timina. Circulos verdes, inser¢cao de

citosina.
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Fig. 9 Inferéncia filogenética das tribos Androglossini e Brotogerini baseada em 12
PCGs, com exclusdo do ND6. Os circulos indicam a presencga da inser¢gao ND3-174.
Circulos cor de laranja indicam insercao de timina. Circulos verdes, inser¢cao de
citosina.

3.2.4. Subfamilia Arinae- Tribos Amoropsittacini e Touitini

As tribos Amoropsittacini e Touitini foram recuperadas como grupos
monofiléticos, ambos com alto suporte (fig. 10). Identificamos de forma clara e bem
suportada, o agrupamento historicamente descrito como tribo Amoropsittacini, aqui
recuperado subdividido em dois clados distintos, em concordédncia com a
composicdo recentemente proposta. Um compreendendo os géneros
Bolborhynchus, Nannopsittaca e Psilopsiagon e outro composto exclusivamente por
Touit.

As duas espécies de Bolborhynchus nao foram recuperadas como grupo
irmaos, agrupando-se mais proximamente a espécies de outros géneros do que
entre si, em clados bem suportados. B. lineola foi recuperada como mais préxima de
Nannopsittaca, enquanto B. orbygnesius se agrupou com Psilopsiagon. As duas
amostras de B. lineola (a e b) agruparam-se juntas, com suporte maximo.

O género Bolborhynchus nao pdde ser completamente amostrado, visto que
nao foi possivel reconstruir o mitogenoma de B. ferrugineifrons a partir da unica
biblioteca disponivel no SRA.

[ Tribo Amoropsitacini

[ Tribo Touitini
© ND3-174C

98

Fig. 10 Inferéncia filogenética das tribos Amoropsittacini e Touitini baseada em 12
PCGs, com exclusao do ND6. Os circulos verdes indicam a presenca da insergao
ND3-174 de citosina.
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3.2.5. Subfamilia Psittacinae

A subfamilia Psittacinae foi recuperada como um clado bem suportado,
distinto das linhagens neotropicais, reunindo os géneros africanos Poicephalus e
Psittacus (fig. 11). Dentro desse agrupamento, Psittacus foi recuperado como
monofilético, com suporte maximo. Em Poicephalus, a inclusdo de A. jandaya entre
amostras do género resultou em incompatibilidade quanto ao monofiletismo do
grupo na presente analise. Adicionalmente, Forpus cyanopygius foi recuperada
como linhagem basal em relacdo ao clado africano. Desconsiderando esses
posicionamentos inesperados, as espécies de Poicephalus distribuiram-se em trés

clados distintos, todos com alto suporte.

Subfamilia Psittacinae 4@ Poicephalus cryptoxanthus
W Peieeplialos % Poicephalus rufiventris
[] Psittacus 100 . y
Subfamilia Arinae 59 ———O— Poicephalus flavifrons
[ Tribo Arini Poicephalus senegalus
& Tribo Forpini 100 Poicephalus meyeri
® ND3-174C — Aratinga jandaya
® ND3-174T — - .
100 ———O— Poicephalus rueppellii
Poicephalus robustus a
- 190 L@ Poicephalus robustus b
. ——— Poicephalus gulielmi
41:(; Psittacus timneh a
- o8 Psittacus timneh b
Psittacus erithacus

Fig. 11 Inferéncia filogenética da subfamilia Psittacinae (géneros Poicephalus e
Psittacus) baseada em 12 PCGs, com exclusdo do ND6. Os circulos indicam a
presenca da inser¢do ND3-174. Circulos cor de laranja indicam insergédo de timina.
Circulos verdes, insercao de citosina.

4. Discussao
4.1. Mitogenomas e rearranjos génicos

A ampliacdo da cobertura mitogendmica da familia Psittacidae em
aproximadamente 51%, representa uma contribuicdo significativa para a
compreensao da historia evolutiva mitocondrial e das relagdes filogenéticas do

grupo. As montagens e anotagdes mitocondriais obtidas para as espécies da familia
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Psittacidae, apresentaram majoritariamente a composicdo padrdo comumente
observada em vertebrados, com a presenga da CR e 37 genes, divididos em 22 de
tRNA, 2 de rRNA e 13 PCGs (Urantéwka et al. 2020b).

A organizacdo génica dos mitogenomas seguiu 0 mesmo padrao tipico
aviano sem a identificagdo de grandes rearranjos. Entretanto, observamos desvios
pontuais deste padrdo, caracterizados pelas recorrentes duplicagdes de trnT, trnP,
NADG, trnE e a CR em diferentes grupos, sugerindo que estes rearranjos estruturais
nao sao eventos singulares, mas podem ter surgido de forma independente varias
vezes ao longo da evolugdo dos psitacideos. Estudos anteriores documentaram
multiplas origens independentes de duplicagdes da CR em Psittaciformes, inferidas
em reconstru¢cdes filogenéticas amplas da ordem (Schirtzinger et al. 2012;
Urantowka et al. 2017e; Lima et al. 2018; Urantowka et al. 2018b; Urantowka et al.
2020a) e a presenga em muitas espécies, da citada duplicacdo do bloco génico trnT,
trnP, NADG, trnE (Eberhard and Wright 2016b; Urantéwka et al. 2017e).

A presenca dos genes duplicados adjacentes a CR, apoia a ideia de um
“efeito carona estrutural”, em que a duplicagdo da CR “arrasta” genes fisicamente
proximos, resultando em blocos génicos repetidos. Em vertebrados, essa dinédmica
de duplicacdo em bloco é explicada pelo mecanismo “tandem duplication- random
loss”, no qual segmentos proximos sao replicados em tandem e as cépias podem
ser perdidas ou mantidas ao longo do tempo (San Mauro et al. 2006; Hartmann et
al. 2018). A manutencao das duplicacbes da CR pode estar relacionada as
vantagens funcionais associadas a um maior numero de OR, o que tem potencial de
aumentar a eficiéncia da replicagdo mitocondrial e a produgéo de energia, refletindo
em fendtipos com maior capacidade de vbo e longevidade (Urantowka et al. 2018b).

Além disso, a recorréncia de duplicagdes envolvendo genes de tRNA, sugere
uma flexibilidade do genoma mitocondrial dessas espécies, permitindo a
manutengao de copias. O impacto de variagdes no numero de cdpias de genes de
tRNAs sobre o uso de cddons e sobre a eficiéncia da traducdo, pode ser
compensado pela importacdo de tRNAs citosolicos, processo descrito em
mitocondria de vertebrados (Xia et al. 2014). Esse cenario sugere que a
manutencdo das duplicagdes de tRNAs identificadas, pode ser resultantes nao
apenas da proximidade fisica com a CR, mas também da flexibilidade funcional

mitocondrial.
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A ocorréncia de duplicacbes envolvendo o gene NDG6, pode refletir uma
possivel tolerancia funcional a variagdes no numero de copias desse gene, embora
0s mecanismos para tal ndo sejam totalmente compreendidos. Em funcédo da sua
localizagao na fita leve, sendo o unico PCG codificado nesta fita, o ND6 pode estar
submetido a um regime evolutivo distinto dos demais PCGs. Estudos ja descritos,
com mitogenomas de Psittaciformes indicam que copias de ND6 podem ser
mantidas como sequéncias funcionais ou passar por processo de degradagédo ao
longo do tempo, sem evidéncias aparentes de prejuizo a sua fungdo mitocondrial
(Urantéwka et al. 2017d; Urantowka et al. 2018b; Urantéwka et al. 2020b). Ainda
nesse contexto, a discrepancia observada entre os mitogenomas de B. lineola a e b,
que diferem em tamanho e arquitetura génica, com a presenga de duplicagdes

[{peet)

envolvendo tRNAs e a regido controle apenas na amostra “a”, pode refletir variagao
intraespecifica, possivelmente associada a rearranjos ainda nao fixados na espécie.
No entanto, a confirmagao dessa hipdtese requer investigagdes adicionais, incluindo
maior amostragem e analises complementares, a fim de distinguir variagao bioldgica
de potenciais artefatos metodoldgicos.

A insergdo de um unico nucleotideo detectada no gene ND3 & compativel
com um “frameshift mitocondrial” do tipo +1, um fenémeno recorrente em
mitogenomas de aves e amplamente documentado na literatura (Mindell et al. 1998;
Russell and Beckenbach 2008; Zou et al. 2015; Yan et al. 2017; Andreu-Sanchez et
al. 2021). Esse tipo de alteracédo é considerada funcionalmente tolerada, uma vez
que nao compromete a traducido correta da proteina, sendo compensado por um
mecanismo de recodificagdo translacional programada. Nesse processo, 0
ribossomo desloca-se uma posigao ao longo do mRNA, restabelecendo o quadro de
leitura original e permitindo a adequada sintese proteica (Russell and Beckenbach
2008). A manutencdo desta insergdo pode ser atribuida a este mecanismo
compensatoério e também, ao fato de a insergao estar localizada na terceira posi¢cao
do cdédon, o que tende a néo resultar em alteragbes aminoacidicas (Ye and
Lehmann 2022).

Adicionalmente, o padrao de distribuicdo dessas inser¢des na posicdo 174 do
ND3, nas diferentes linhagens, sugere que este carater possa ter surgido de forma
independente, mais de uma vez ao longo da histéria evolutiva da familia,
consistente com o contexto de evolugao convergente. Entretanto, € provavel que em

alguns grupos a insergao tenha sido herdada de um ancestral comum, com perdas
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secundarias em determinadas espécies. Ainda nesse ambito, a dificuldade da
eficiente anotacdo do gene ND3 chama a atencdo para as limitacbes das
ferramentas de anotagdo, sobretudo diante de particularidades estruturais e

evolutivas de cada espécie.

4.2. Inferéncia filogenética

A filogenia construida para a familia Psittacidae, com base em 12 PCGs, sem
a presenca do NDG6, apresenta robustez dado o conjunto de dados moleculares. A
estrutura geral da arvore, tanto a colapsada (fig. 4) quanto aquela com os ramos
expandidos (fig. 3 e 5 -11), foi consistente e bem sustentada por elevados valores
de suporte, conferindo confianga aos agrupamentos obtidos. Recuperamos
agrupamentos historicamente reconhecidos na literatura, refletindo relacdes
evolutivas coerentes entre os géneros e reafirmando a garantia, para analises
filogenéticas, do sinal mitogenémico conferido por um maior aporte de dados.

Além de contribuir para o esclarecimento das relagdes evolutivas, os
resultados obtidos ampliam a base de informagdes moleculares disponivel para a
conservagao de Psittacidae. A identificacdo de relagdes filogenéticas e de possiveis
linhagens evolutivamente distintas é relevante para a definicdo de unidades de
manejo e para a priorizagao de taxons em estudos de conservagao, especialmente
em um grupo que apresenta elevada proporcao de espécies com populagdes em
declinio ou sob algum grau de ameacga. Nesse contexto, a ampliacdo da cobertura
mitogendmica realizada neste estudo fornece uma base molecular que pode
subsidiar estudos futuros de diversidade genética, estrutura populacional, historia
demografica e delimitacdo de linhagens, contribuindo para estratégias de manejo e
conservagcao mais informadas. Entretanto, a utilizacdo desses dados para decisdes
de conservagdo requer sua integragdo com informacgdes nucleares, ecoldgicas,

demograficas e biogeograficas (Lugarini et al. 2021; Padilla-Jacobo et al. 2025).

4.2.1. Subfamilia Arinae- Tribo Arini

Os géneros Eupsittula, Psittacara, Aratinga e Thectocercus foram
recuperados em clados distintos, mas préximos e bem sustentados dentro de Arini,
refletindo a ancestralidade comum desses géneros, que historicamente ja tiveram
todas as suas espécies agrupadas em Aratinga. Nossa filogenia (fig. 5) corrobora a

revisdo taxondmica que dividiu o antigo Aratinga e reagrupou algumas espécies
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ressuscitando Eupsittula, Psittacara e Thectocercus (Remsen et al. 2013). Apesar
do monofiletismo destes géneros, algumas espécies foram recuperadas em
agrupamentos diferentes do documentado na literatura, corroborando a ja descrita
relacdo entre os diferentes rearranjos filogenéticos das arvores obtidas e o tipo de
dados e de abordagens metodoldgicas utilizadas nas analises (Smith et al. 2023a,
2024).

No género Eupsittula, é relatada na literatura uma inconsisténcia
caracterizada por uma politomia entre E. cactorum e E. pertinax, identificada em
analise utilizando COX71 e ND2 (Padilla-dJacobo et al. 2025). Nossa filogenia resolve
essa incerteza, recuperando E. cactorum como taxon irmdo de E. pertinax em um
agrupamento com suporte maximo. A resolugdo dessa politomia provavelmente
reflete o efeito de uma amostragem mais ampla, com um aporte maior de dados. A
maior consisténcia entre os genes concatenados possivelmente proporcionou um
sinal filogenético mais estavel na nossa inferéncia.

O agrupamento bem suportado, formado por Thectocercus acuticaudatus,
Diopsittaca nobilis, Guaruba guaruba e Leptosittaca branickii estd em concordancia
com o observado em estudos anteriores (Urantowka et al. 2013a; Urantéwka et al.
2017f; Padilla-dJacobo et al. 2025). A manutengdo desse padrdo em diferentes
resultados de estudos com distintas abordagens filogenéticas e conjuntos de dados
mitocondriais, indica que as relagdes entre esses taxons estdo bem resolvidas,
conferindo certeza ao agrupamento desse clado dentro da tribo Arini. Vale destacar
ainda neste agrupamento, a espécie D. nobilis, que apesar de ser agrupada
morfologicamente dentro do grupo Arara, mostrou maior proximidade com os taxons
de Conure, refletindo a fragilidade de agrupamentos baseados exclusivamente em
dados fenéticos, como os que embasam a separagao de Arini em Conures e Araras
(Urantowka and Mackiewicz 2017).

Em Pesittacara, P. leucophthalmus foi recuperada como a espécie de
divergéncia mais antiga do grupo, o que é consistente com as relag¢des filogenéticas
previamente reportadas para o género (Urantowka et al. 2013a; Padilla-Jacobo et al.
2025). Em Aratinga, a proximidade genética entre A. jandaya e espécies de
Poicephalus (fig. 11) indica a possibilidade de erro de deposicdo no SRA da
sequéncia identificada como A. jandaya. Considerando que o género Poicephalus é
um grupo africano, morfologicamente distinto e geograficamente isolado de A.

Jjandaya (Collar and Kirwan 2020a), a semelhanga observada é mais bem explicada
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por uma troca acidental de biblioteca do que por erro de identificagdo das espécies
ou por introgressdo. Essa hipdtese é sustentada pela baixa correspondéncia entre
A. jandaya e as demais espécies de Aratinga. Tal discordancia na posigao
filogenética da espécie inviabiliza a avaliagdo completa do género. Desconsiderando
A. jandaya, as demais espécies do género formaram um agrupamento coeso e
fortemente sustentado, com valores de suporte majoritariamente maximos.

O agrupamento de Conuropsis carolinensis dentro de Aratinga, com alto
suporte, corrobora a ja documentada afinidade entre esses géneros (Provost et al.
2018; Selvatti et al. 2022; Padilla-Jacobo et al. 2025), entretanto, torna Aratinga
parafilético. As similaridades morfolégicas e comportamentais historicamente
reconhecidas entre as aratingas e C. carolinensis, nativa do sudeste dos Estados
Unidos, foram por muito tempo base para essa associagcdo, até que estudos
moleculares completaram e confirmaram tal proximidade evolutiva. Entretanto, a
posicdo exata de C. carolinensis dentro de Aratinga variou entre distintas
reconstrugdes filogenéticas documentadas (Kirchman et al. 2012; Padilla-Jacobo et
al. 2025). A insergcao de C. carolinensis dentro de Aratinga sugere que a extinta
espéecie norte-americana possa ter se originado a partir de linhagens ancestrais
sul-americanas, ideia compativel com a proposta de dispersao de Arini para o norte
durante o Mioceno (Padilla-Jacobo et al. 2025). No ambito taxonémico, a
recuperacdo de C. carolinensis dentro de Aratinga indica a necessidade de
reavaliacdo do género monotipico Conuropsis. Embora as limitagdes amostrais
impostas pela extingdo da espécie possam dificultar analises mais aprofundadas.

Em Pyrrhura, nossa reconstru¢ao filogenética e os altos valores de suporte
reforcaram a coesao interna do grupo, como ja relatado na literatura. Entretanto, os
agrupamentos internos mostram-se bastante distintos do ja documentado, apesar
de P. cruentata em ambas as filogenias que foi incorporada, inclusive a nossa, ter
sido recuperada como taxon mais basal dentro do clado (Ribas et al. 2006;
Urantowka et al. 2016c¢; Padilla-Jacobo et al. 2025). Essa organizagao filogenética
bem definida destoa do desvio observado em P. emma e P. pfrimeri, que nao se
agruparam com as demais Pyrrhura, mas com o grupo externo (fig. 6). Os altos
valores de suporte desse agrupamento indicam que o resultado € possivelmente
decorrente de inconsisténcia nas sequéncias utilizadas, indicando possivel erro de

deposigao das bibliotecas no SRA.
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A identificada estrutura interna dentro do clado Pyrrhura, cujos agrupamentos
se organizaram em trés distintos clados, corrobora o ja documentado na literatura,
que inclusive associou essa separacao a eventos de diversificacdo ocorridos no final
do Plioceno e inicio do Pleistoceno (Ribas et al. 2006; Padilla-Jacobo et al. 2025).
Os agrupamentos observados, concordam com a proposta histéria biogeografica do
género, marcada por flutuagdes climaticas e conexdes intermitentes entre biomas
florestais e savanicos (Ribas et al. 2006). As relacdes identificadas na nossa
reconstrugao filogenética reforcam a hipdtese de intercambio histérico entre
Amazobnia, Cerrado e Mata Atlantica (Ribas et al. 2006), com a recuperagao de
clados formados por espécies de ambos os biomas. P. leucotis, por exemplo,
espécie de Mata Atlantica (Collar and Kirwan 2020a; Eitniear et al. 2020) apresentou
proximidade evolutiva com espécies de ocorréncia amazbnica como P. amazonum
(Del Hoyo et al. 2020).

4.2.2. Subfamilia Arinae- Tribo Androglossini e Brotogerini

A identificagcdo do clado bem definido da tribo Brotogerini, a qual compreende
Myiopsitta monachus e o género Brotogeris (fig.8), corrobora a recente proposta de
separagao da mesma, anteriormente agrupada com Androglossini e concorda com a
ja descrita proximidade entre Brotogeris e Myiopsitta (Ribas et al. 2009; Smith et al.
2024).

A posicao de A. festiva formando um clado com espécies de Pyrilia (fig. 9),
distante das demais representantes de Amazona, contrasta com a esperada
monofilia do género, indicando divergéncia filogenética pontual. Embora o clado
formado apresente suporte maximo, a posicdo deste agrupamento na filogenia é
sustentada por valor de suporte igual a 94, indicando ainda que baixa, incerteza na
resolucdo dessa relacdo. Adicionalmente, a maior similaridade da sequéncia
atribuida a A. festiva com espécies de Amazona, nao corrobora afinidade com
Pyrilia. O posicionamento recuperado pode refletir limitagdo dos marcadores
mitogendmicos (Smith et al. 2023a) ou eventual inconsisténcia associada a
identificacdo ou qualidade da biblioteca analisada. Dessa forma, a interpretacao
desse agrupamento requer melhor investigagao, preferivelmente, com maior aporte
de dados moleculares, visando esclarecer a real posicao de A. festiva dentro de

Arinae.
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A recuperacao de Pyrilia barrabandi e Pyrilia caica como grupos proximos ao
género Hapalopsittaca, com suporte maximo, indica afinidade filogenética entre
essas linhagens, apesar de sua posi¢céo distante das demais espécies de Pyrilia.
Esse padrdo é concordante com estudos prévios que ja apontaram proximidade
entre Pyrilia e Hapalopsittaca (Ribas et al. 2009). A interpretagdo desse resultado é
limitada pela amostragem incompleta do género Pyrilia, uma vez que nao foi
possivel recuperar mitogenomas de P. pulchra e P. pyrilia, nem incluir maior numero
de bibliotecas das demais espécies. Além disso, a literatura ja reconheceu
subdivisbes internas em Pyrilia, baseadas em caracteres morfolégicos e
biogeograficos, levantando a possibilidade de que o género ndo seja estritamente
monofilético (Ribas et al. 2009). Assim, embora parte do padrdo recuperado seja
compativel com estudos previamente documentados, sua confirmagao depende de

uma amostragem mais abrangente e da inclusdo de mais dados moleculares.

4.2.3. Subfamilia Arinae- Tribos Amoropsittacini e Touitini

Apesar da reconhecida proximidade filogenética entre os géneros
Bolborhynchus, Nannopsittaca, Psilopsiagon e Touit, tradicionalmente agrupados na
tribo Amoropsittacini, a filogenia obtida (fig. 10) evidencia uma organizagao
filogenética consistente com a proposta de reorganizagdo deste grupos. A
recuperacdo de dois clados bem sustentados, com Touit segregado dos demais
géneros, corrobora a reconfiguragdo proposta para o grupo, na qual este género &
removido de Amoropsittacini, formando sozinho a tribo Touitini, com base em dados
moleculares (Sangster et al. 2023b; Smith et al. 2024). No clado correspondente a
Amoropsittacini, observamos a auséncia de monofilia em Bolborhynchus. As
espécies analisadas ocuparam posicoes em clados distintos e fortemente
sustentados. B. lineola foi recuperada como mais proxima de Nannopsittaca,
enquanto B. orbygnesius se agrupou com Psilopsiagon. Esse arranjo sugere que as
afinidades evolutivas dessas espécies estdo mais associadas a outros géneros da
tribo do que entre si, 0 que indica que a classificagdo atual de Bolborhynchus pode
nao refletir adequadamente sua historia evolutiva e proximidades filogenéticas.

O agrupamento na mesma posi¢cao, das duas amostras de B. lineola, com
suporte maximo, refor¢a a robustez da nossa inferéncia e reduz a probabilidade de
que o posicionamento recuperado seja resultado de artefatos metodologicos. A

analise relacionando a filogenia e a distribuicdo geografica dessas espécies, fornece
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um contexto adicional para a interpretacao desses agrupamentos. Ha sobreposi¢cao
espacial na distribuicdo geografica entre as espécies de Bolborhynchus,
Psilopsiagon e Nannopsittaca, que se distribuem pelo leste e norte da América do
Sul (Collar and Boesman 2020a, b, c, d; Collar et al. 2020d; Soberanes-Gonzalez et
al. 2020). E ainda, existem semelhangas morfoldgicas entre elas, o que associadas
a distribuicdo geografica coincidente, pode representar um problema para a
sistematica e dificultar a delimitagdo taxondmica dentro deste grupo. Historicamente
as classificagdes taxonbmicas de Psittaciformes se basearam em similaridades
morfolégicas, o que impossibilita a definicdo de caracteristicas homologas ou
homoplasicas, bem como da definigdo de plesiomorfias e sinapomorfias (Sangster
et al. 2023b; Smith et al. 2024). Sendo assim, ha a possibilidade da necessidade de
revisdo taxondémica destes géneros apos melhor investigagao a partir de um aporte
maior de dados. Além disso, a auséncia de B. ferrugineifrons, impede uma avaliagao

completa da monofilia do género.

4.2.4. Subfamilia Arinae- Tribo Forpini

A recuperagao de espécies de Forpus em posigdes distintas e distantes do
clado principal do género, sugere alta afinidade dessas espécies de posicionamento
inesperado, com os taxons aos quais se agruparam.

O posicionamento das duas amostras atribuidas a F. modestus em posicoes
filogenéticas divergentes, sugere a presenga de inconsisténcia na identificagcao de
ao menos uma das bibliotecas analisadas. Enquanto F. modestus b foi recuperada
no clado principal de Forpus (fig. 7), com alto suporte, a amostra F. modestus a,
apresentou posicionamento dentro de Psittacara (fig. 5), exibindo afinidade com
representantes da tribo Arini. A similaridade de aproximadamente 86% entre as
amostras a e b, € inferior ao esperado para individuos da mesma espécie, indicando
que as amostras ndao sao do mesmo taxon. Ha a possibilidade de erro de
identificacdo da amostra da qual se originou a biblioteca utilizada, atribuida neste
estudo a F. modestus a, assim como consideramos para F. cyanopygius (fig. 1) e F.
spengeli (fig. 6), também de posicionamento divergente. Entretanto, estes
posicionamentos requerem melhor investigagdo a fim de se compreender tais
agrupamentos e analisar a hipotese de erro de posicdo das bibliotecas,
considerando nao apenas esse cenario, mas a possibilidade ainda, de revisdo na

classificagao taxondmica destas espécies.
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A recuperagao das duas amostras atribuidas a F. conspicillatus como irmas
dentro do clado de Amazona (fig. 8), com suporte maximo, discorda do esperado. A
alta similaridade genética entre as duas amostras indica que ambas representam o
mesmo taxon. No entanto, a afinidade com espécies de Amazona, evidenciada tanto
pela analise filogenética quanto pelas comparagées BLAST, indica ser improvavel
que as bibliotecas depositadas atribuidas a F conspicillatus correspondam a
representantes do género Forpus. Entre as explicagdes possiveis, consideramos
erro de identificacdo taxondmica ou no processamento das amostras ou dos dados,
no processo entre a coleta e a submissdo ao SRA. Embora essas hipoteses sejam
pouco provaveis, uma vez que as amostras sao provenientes de estudos e
pesquisadores distintos e sdo morfologicamente distintas em coloragdo e tamanho
(Collar and Boesman 2020e, 2023b; Collar et al. 2020a; Wade and Ghalambor
2020).

Consideramos ainda a possibilidade de que os espécimes tenham sido
coletados em uma possivel zona de hibridizacdo entre espécies de Amazona e F.
conspicillatus, visto que ambas possuem area de distribuicdo préximas, em uma
regiao que compreende desde a América Central até o norte da América do Sul.
Embora eventos de hibridizagdo entre géneros distintos sejam tradicionalmente
considerados raros, ha registros documentados desse tipo de ocorréncia em aves,
incluindo representantes da familia Psittacidae, indicando que tais eventos, embora
incomuns, ndo sao biologicamente impossiveis (Hernandez-Brito et al. 2021;
Hingston 2022; Blom et al. 2024).

Ainda no mesmo contexto, estudo filogenético prévio sobre Forpus indica que
a delimitacdo taxondmica e a amostragem exercem grande influéncia sobre as
inferéncias evolutivas no género, visto que diferentes linhagens apresentam
caracteristicas genéticas associadas a distribuicdo geografica e a historia
biogeografica neotropical. Sendo assim, divergéncias filogenéticas relacionadas a
amostras atribuidas a espécies de Forpus, podem refletir tanto problemas de
identificacdo quanto a presenca de diversidade ainda nao reconhecida formalmente
para o grupo (Smith et al. 2013). Assim, os agrupamentos inesperados de algumas
amostras, devem ser interpretados com ressalvas, considerando ndao somente
eventos bioldgicos, mas também, hipdteses relacionadas a identificagcdo das
amostras e a confiabilidade das bibliotecas depositadas. Logo, a resolugdo das

relagdes evolutivas dentro de Forpus necessita de investigagbes adicionais.
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4.2.5. Subfamilia Psittacinae

A recuperagao de Psittacinae como um clado bem suportado e distinto das
linhagens neotropicais (fig. 11) concorda com inferéncias filogenéticas prévias que
reconhecem a separacao historica entre os psitacideos africanos e americanos,
sustentando a hipotese de divergéncia antiga dentro de Psittaciformes (Wright et al.
2008; Schweizer et al. 2010). A estabilidade desse agrupamento observada em
nossa filogenia, indica que o conjunto de genes mitocondriais concatenados
utilizado fornece sinal filogenético suficiente para recuperar relagdes antigas como
as aqui descritas.

A posicdo incomum de A. jandaya dentro do clado Poicephalus, é
incompativel com a distribuicdo geografica e a morfologia desses taxons, uma vez
que Aratinga constitui uma linhagem neotropical distante dos papagaios africanos
(Collar and Kirwan 2020b; Collar et al. 2020b). Assim, a explicagdo mais plausivel,
conforme discutido anteriormente, envolve inconsisténcia na identificacdo da
biblioteca depositada no SRA. Desconsiderando essa incongruéncia, nossos
resultados sustentam o provavel monofiletismo de Poicephalus, assim como
observado para Psittacus.

Internamente, a recuperagao de trés clados distintos em Poicephalus, todos
bem suportados, sugere que esse padrdao possa refletir eventos histéricos de
diversificagdo, distribuicdo geografica e processos ecoldgicos, como ja proposto
para linhagens africanas de aves influenciadas por ciclos paleoclimaticos e dinamica
histérica dos habitats no continente (Fjeldsa and Bowie 2008). Entretanto, a
interpretacdo dessas relagdes internas ainda requer maior investigagao, com maior
amostragem integrando um aporte maior de dados moleculares, morfologicos e

biogeograficos.

5. Conclusao

A ampliacdo da cobertura mitogenémica da familia Psittacidae, representa
um avanco relevante para a compreensao da evolu¢cao mitocondrial e das relagdes
filogenéticas dos Psittaciformes. Os resultados evidenciam um padrdo amplamente
conservado de composi¢cdo génica mitocondrial, tipico de vertebrados, coexistindo
com uma diversidade estrutural significativa, marcada principalmente por

duplicagdes recorrentes envolvendo a regido controle e genes adjacentes. Esses
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rearranjos, frequentemente explicados por mecanismos como “tandem
duplication—random loss”, reforgam a ideia de que a arquitetura mitogenémica em
Psittacidae pode resultar de um equilibrio entre conservagao funcional e flexibilidade
estrutural.

As duplicagdes associadas a CR, a genes de tRNA e ao ND6, sugerem
tolerancia funcional a variagdes no numero de copias e evidenciam hipoteses sobre
possiveis vantagens relacionadas a replicagdo mitocondrial, eficiéncia energética e
adaptacao fisiolégica, embora os mecanismos subjacentes ainda demandem
investigacdo mais aprofundada. Adicionalmente, a recorréncia do frameshift no gene
ND3 confirma um padrdo amplamente documentado em aves e reforca a
importancia de mecanismos compensatorios de recodificacdo translacional na
manutencao da funcionalidade mitocondrial.

No contexto filogenético, a reconstrucao baseada nos 12 PCGs recuperou
agrupamentos bem suportados, contribuiu para elucidagdes de divergéncias e
corroborou propostas taxonémicas recentes para alguns grupos, ao mesmo tempo
em que revelou inconsisténcias relevantes em alguns géneros. A exclusao do gene
NDG6 resultou em uma arvore mais estavel, com suportes altos e agrupamentos mais
coerentes com padrdes previamente reconhecidos, destacando o impacto de genes
incompletos ou ausentes sobre a confiabilidade das inferéncias filogenéticas,
resultando em ruido filogenético.

Agrupamentos ndo esperados e padrboes complexos, como o observado em
Forpus, destacam limitagdes associadas a amostragem incompleta, a identificagédo
das bibliotecas disponiveis e ao uso exclusivo de dados mitogenémicos. Assim, 0s
resultados reforcam a necessidade de outras abordagens, com maior cobertura
taxonbmica e a integragao entre dados mitogenémicos e nucleares, para elucidar de
forma mais consistente, as relagbes e historia evolutiva da familia Psittacidae,
considerando que o DNA mitocondrial representa apenas parte da historia evolutiva
da linhagem materna, enquanto os marcadores nucleares fornecem uma visdo mais
abrangente da evolugao do grupo.

Adicionalmente, ressaltamos as limitagdes relacionadas as ferramentas de
montagem e recuperagdo de mitogenomas a partir de dados publicos, as quais nem
sempre permitem a reconstru¢do completa de todas as bibliotecas disponiveis. A
impossibilidade de recuperar mitogenomas de determinados taxons reduziu a

representatividade de alguns géneros e impds restricdes a avaliagdo de sua
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monofilia e posicionamento filogenético. Nesse contexto, a auséncia de dados para
alguns grupos, reforca também a necessidade de ateng&o na interpretacdo dos
resultados. Ainda, a detecg¢ao de inconsisténcias em sequéncias publicas, evidencia
a necessidade de verificagdo rigorosa das informagdes antes de sua utilizacéo e
aplicagdo. Isso ressalta a importancia de estudos futuros, como forma de aumentar
a robustez das inferéncias evolutivas em Psittacidae.

Os dados obtidos ampliam substancialmente a base de informacgdes
moleculares disponivel para Psittacidae, fortalecendo o entendimento das relagdes
evolutivas e fornecendo subsidios para estudos futuros de diversidade, estrutura
populacional e conservagdo. Em conjunto com informagbdes ecoldgicas,
demograficas, biogeograficas e nucleares, esses dados podem contribuir para a
definicdo de estratégias mais robustas de manejo e conservagao das espécies da

familia.
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