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Resumo

A grande maioria dos estudos moleculares em Primatas do Novo Mundo ¢ a
nivel de familia ou género, mas as relagdes intra-genéricas continuam nao resolvidas. O
presente estudo propde-se a inferir relagdes filogenéticas dentro de trés géneros de
primatas (Callithrix, Mico e Saguinus) pertencentes a subfamilia Callitrichinae,
utilizando sequéncias de cinco loci de inser¢cdes ALU com cerca de 2500 pb para 14
taxons. As relagdes filogenéticas foram realizadas pelos métodos de Maxima
Parcimonia, Maxima Verossimilhanca, inferéncia Bayesiana e Inferéncia Bayesiana
Hierarquica. Os resultados confirmaram a proposi¢do de dois grupos: um distribuido na
floresta Amazodnica (Mico) e outro na mata Atlantica (Callithrix), sendo que as espécies
do segundo grupo foram envolvidas em uma politomia. Outro fato interessante foi o
posicionamento de Callibela como grupo irmao de Mico. Essa estreita relagdo ¢ apoiada
pela matriz, onde a média da divergéncia entre os dois grupos € apenas 1%, menor do
que entre Callibela e Cebuella (1.5%) e entre Callibela e Callithrix (1.5-2%). Os dados
com base nas divergéncias sdo coerentes com a proposta de que Cebuella seja mantido
como género, ¢ Callibela como espécie de Mico e ndo como gé€nero proprio. Além
disso, Cebuella foi observado como a linhagem mais basal do clado Amazonida.
Quanto a Saguinus, as espécies S. labiatus/S. mystax formam um grupo monofilético
confirmando o clado dos “bigodudos”, que é grupo irmdo de S. bicolor e S. midas/S.
niger. Este ultimo clado ndo apoia a divisdo das espécies de Saguinus com base na
presenga ou auséncia de pélos na face. Os resultados indicam que o tempo de
especiagdo, assim como as divergéncias dentro de Saguinus (variando 0,3 a 4,1%), sdo
muito maiores que as divergéncias entre Callibela, Mico, Cebuella e Callithrix. Desta
forma, os resultados mostram que Mico possui um padrao de especiagdo mais antigo ao

contrario de Callithrix, que apresentou uma alta similaridade entre os individuos e esta



de acordo com um padrao de irradiagdo rapida. O género Saguinus é o grupo mais
antigo com suas principais especiagdes ocorrido no Mioceno, além de que, existe uma
alta divergéncia genética dentro desse género, o que sugere uma revisao taxonOmica

dentro de Saguinus para descrigdo ou nao de novos géneros.

Palavras-chave: Callitrichineos, Callithrix, Mico, Saguinus, Filogenia molecular,

sequéncias Alu, primatas



Abstract

The large majority of molecular work of New World monkeys at level or family
or genus but the relationships intra-generic continue unresolved. The purpose of the
present study was make a phylogenetic inference within three genera of primates
(Callithrix, Mico and Saguinus) belonging subfamily Callithrichinae, using sequences
five loci Alu insertion with 2500 pb for 14 taxa. Phylogenetic relationships was
analyzed using the methods of Maximum Parcimony, Maximum likelihood, Inference
Bayesian and Inference Hierarchical Bayesian. The results confirm the separation of
Mico and Callithrix, being species of second group was involved in a polytomic clade.
Another fact interesting was placing of Callibela as sister group of Mico. This closed
relationship is supported for distance genetic, where the average of divergence between
the two groups is just 1%, less than between Callibela and Cebuella (1.5%) and
between Callibela e Callithrix (1.5-2%). Based on the divergence data with the
postulated of Cebeulla must be held as a genus and Callibela as a species of Mico and
not in a proper. Besides, Cebuella was the basal lineage of the Amazonian clade. In the
case of Saguinus, the species S. labiatus/S. mystax constitute a monophyletic group
confirming the clase of “mustache” as a sister group of S. bicolor and S. midas/S. niger.
This last clade doesn’t support the division of the Saguinus species based on the
presence or absence of face hair. This results indicate that the divergence time of
speciation, like this divergences within Saguinus (ranging 0.3 to 4.1%), are much bigger
than the divergence between Callibela, Mico, Cebuella and Callithrix. Besides, the
results show that Mico and Saguinus have a pattern of speciation much older, where
Callithrix is opposite, showing high similarity between the individuals and this is in
agreement with the pattern of fast irradiation. The genus Saguinus is the group must

older with your main speciation occurred in Myocene, besides, the existence of high



genetic divergence within this genus, what can suggest a taxonomy review for

description or not of new genus.

Keywords: Callithrichineos, Callithrix, Mico, Saguinus, Molecular phylogeny, sequences

Alu, primates.
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1 INTRODUCAO

1.1 Primatas do Novo Mundo - Subfamilia Callitrichinae

Os platirrinos sdo primatas endémicos das Américas, ocorrendo do sudeste do
Meéxico ao norte da Argentina, Paraguai e Uruguai. S3o reconhecidos 16 géneros, com
110 espécies validas e 205 taxons de platirrinos (Rylands et al., 2000). Os géneros sdo
reunidos em trés familias: 1- Familia Cebidae, com trés subfamilias: Cebinae (Cebus e
Saimiri), Aotinae (Aotus), Callitrichinae (Callithrix, Mico, Cebuella, Saguinus,
Leontopithecus e Callimico); 2- Atelidae, possuindo uma subfamilia: Atelinae (Ateles,
Brachyteles, Lagothrix e Alouatta); e 3- Pitheciidae (Pithecia, Chiropotes, Cacajao e
Callicebus) (Schneider, 2000).

A subfamilia Callitrichinae possui grande diversidade, sendo reconhecidas 41
espécies, totalizando 60 taxons validos, incluindo espécies e subespécies (Tabela 1)
(Rylands et al., 2000).

As principais caracteristicas desta subfamilia sdo a variacdo na coloracdo da
pelagem e o pequeno tamanho corporal, como o do pequeno Cebuella pygmaea com
338 mm de comprimento total e pesando entre 80-140 g (Spix, 1823) e o
Leontopithecus spp com no maximo 700g (Soini, 1993). Apresentam unhas em forma
de garra em todos os dedos, exceto no halux (ausente em Callimico), molares com trés
cuspides e auséncia do terceiro molar, exceto Callimico que apresenta terceiro molar

reduzido (Hershkovitz, 1977).
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Tabela 1 - Lista de espécies e subespécies da subfamilia Callitrichinae segundo a
classificacdo de Rylands et al. (2000).

LISTA DE ESPECIES DA SUBFAMILIA CALLITRICHINAE

Saguinus
8. nigricolliEz nigricollis
8. nigricollis hernandezi
5. groelisi
8. fuscicollis fiscicallis
5. fliscicollis flscus
8. fuscicollis avilapiresi
Subfamilia Callitrichinae i anite
5. fuscicollis lag onanis
W EI 8. fuscicollis primitivis
Leontopithecus Mico S. fuscicollis iligeri
§. S M. argentatus 8. fuscicollis nigrifrons
I ch i M. leucippe 8. fuscicollis weddelli
W . M. melanurus 8. fuscicollis melanolewcs
L. chrysopygris : : : o )
. e M. intermedits 8. fuscicollis crandall
: M. emiline S. tripartitus
M. nigriceps 5. ystax mystax
M. marcat 5. m ystax pileas
Callimico M. humeralifer S. m ystax pluto
Callimico goeldii M. chrysclencis S. labiaius labiatus
M. mawesi 8. labiafus thomasi
M. hymilis 8. labiaius nifiventer
M. saterei 8. imperator imperator
Callithrix M. manicorensis 5. imperafor subgrisescens
M. acariensis 5 omidas
& f"f"’c‘?h?"s & higer
& pem;._tﬁﬁam - el
C. buihlil _ Cebuella 5. bicolar
C. geo_}:f Fes S marimsi. martins?
& aurx;:z o pyemaEdy Yemaea S, Martisi. ochracetis
. flaviceps O pygmaen Rivevertris S. lesscapus
5. oediprs
5. geaffropi

Os calitriquineos apresentam alto potencial reprodutivo, com fémeas capazes de
ovular com 12 a 17 meses de idade, enquanto os machos produzem esperma com 13 a

18 meses de idade (Abbott e Hearn 1978, Epple e Katze 1980, Ginther et al. 2002).
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Outra caracteristica marcante dos calitriquineos ¢ a alta freqiiéncia de partos gemelares,
exceto em Callimico, onde a maioria das espécies freqiientemente produz duas ninhadas
por ano em cativeiro (periodo de gestacdao entre 151 a 156 dias) (Stevenson e Rylands
1988; Soini 1993; Digby e Ferrari 1994; Porter, 2001a). Leontopithecus e Saguinus
normalmente reproduzem-se apenas uma vez por ano em ambiente selvagem, com a
maioria dos nascimentos durante a primeira metade da estagdo chuvosa,
correspondentes ao periodo de maior disponibilidade de frutas (Snowdon e Soini 1988;
Ferrari e Lopes Ferrari 1989).

A dieta alimentar desta subfamilia ¢ altamente especializada, baseada no
consumo de insetos, pequenos frutos, goma, exsudados e néctar, sendo ainda predadores
de pequenos vertebrados (Heymann, 1996; Snowdon e Soini, 1988). Como todos dessa
subfamilia sdo onivoros, consumindo grande quantidade de material vegetal e insetos,
estes animais tém preferéncia por vegetacao secunddria ou perturbada, devido as
maiores disponibilidades de alimentos nessas areas (Rylands e Faria, 1993).

Os representantes da subfamilia Callitrichinae possuem ampla distribuicao
geografica e habitam uma grande variedade de ambientes, com padrdes de distribui¢ao
bastante variaveis, onde a competicdo entre as espécies ¢ aparentemente minimizada
pela ocupagdo diferenciada dos extratos arboreos e pelas diferentes técnicas de

forrageamento dos recursos alimentares utilizados pelas mesmas (Ferrari, 1993).

1.2 Distribuicdo Biogeografica da Subfamilia Callitrichinae

Os individuos da subfamilia Callitrichinae sdo vastamente distribuidos pela
América do Sul, explorando os mais diversificados tipos de habitat. As areas de
ocorréncia dos géneros Cebuella, Callithrix, Mico, Callibella (M. humilis), Saguinus,

Leontopithecus e Callimico podem ser visualizadas na figura 1.
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Os géneros Callimico e Cebuella apresentam distribuigdes biogeograficas
aproximadamente equivalentes no oeste da floresta Amazonica, e estudos recentes tém
confirmado que ambos os géneros estendem-se por longas distdncias a oeste e a
esquerda da margem do Rio Madeira, onde eles sdo potencialmente parapatricos com
Mico. Cebuella encontra-se distribuido acima do rio Amazonas, da margem sul do rio
Caqueta, no sul da Colombia, leste do Equador, leste do Peru e oeste do Brasil, até as
margens norte do rio Madre de Dios no norte da Bolivia e sudeste do Peru; ¢ também
encontrado no territorio brasileiro entre os rios Solimdes-Purus-Ipixuna (Rylands et al.,
1993; Van Roosmalen e Van Roosmalen, 1997; Ferrari et al., 1999).

O género Mico recentemente elevado a este status por Rylands et al. (2000) ¢
considerado o grupo dos pequenos macacos da Regido Amazdnica, possuindo ampla
distribuicao que vai do sul do Rio Amazonas e oeste do Rio Madeira, sul e oeste da
Bolivia até ao nordeste do Paraguai com mais seis espécies ocorrendo a oeste do Brasil
(Figura 1). Nas proximidades desta regido, nos interfluvios dos rios Madeira e
Aripuanda, habita a espécie recentemente descrita Callibella humillis (Callithrix
humillis), a qual possui a menor distribuicdo dentre os pequenos primatas da Amazonia
e ocorre em areas de sobreposi¢do com pelo menos uma espécie de Mico (Van
Roosmalen et al., 1998) (Figura 2).

Os calitriquineos que possuem maior area de distribui¢do sdo Callithrix e
Saguinus. Callithrix ocorre em grande parte de floresta Atlantica e cerrado central no
Brasil; norte da bacia do Rio Paraiba do Sul, no estado de Sao Paulo; nos interflivios
dos Rios Mearim e Itapecurtl no estado do Maranhdo (Figura 2). No que diz respeito a
Saguinus, ¢ distribuido a partir da Amazonia, costa norte da América do Sul e Panama.

As espécies de Leontopithecus também sao encontradas na floresta Atlantica e sudeste
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do Brasil, no estado do Parana, em simpatria com Callithrix (Lorini e Persson, 1990;

Rylands et al., 2000).

1.3 Sistemadtica e Filogenia Molecular dos Calitriquineos

Nas ultimas trés décadas a sistematica dos platirrinos tem sofrido grandes
modificag¢des e ainda hoje ¢ objeto de debate. As principais discussdes iniciaram com
Simons (1972), Hershkovitz (1977), e seguiram com Rosenberger (1984), Ford (1986),
e Kay (1990). Todas as propostas dos referidos autores eram baseadas essencialmente
em estudos morfolégicos ou comportamentais, e as principais discordancias entre os
autores diziam respeito a ramificacdo dentre os trés clados principais, dentro dos clados
dos atelineos e calitriquineos, e também na colocacdo de Saimiri, Cebus, Aotus,
Callicebus e Callimico.

Hershkovitz (1977) colocou o pequeno Callimico na sua propria familia
Callimiconidae, com base em caracteristicas peculiares (pequeno tamanho, presenga de
garras em vez de unhas em comum com os calitriquineos), gravidez com tnico filhote e
a presenca do terceiro molar como no restante das linhagens de platirrinos. Por outro
lado, baseados nessas mesmas caracteristicas controversas, outros morfologistas
colocaram Callimico como a linhagem basal dos calitriquineos (Rosenberger, 1984;

Ford, 1986; Kay, 1990).
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Figura 1 - Mapa da distribui¢do atual da subfamilia Callitrichinae (Fonte: Modificado
de Rylands et al., 1993; Eisenberg e Redford, 1999; Van Roosmalen e Van Roosmalen,
2003).

Ja Rosenberger (1984) afirmou que Cebus e Saimiri sdo grupos irmaos dos

calitriquineos (Figura 2a). No entanto, Cebus e Saimiri foram considerados por Ford

(1986) como descendentes de linhagens bastante antigas na radiagdo dos primatas do
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Novo Mundo (Figura 2b). Kay (1990) sustentou a posi¢do de Cebus como basal, mas
colocou Saimiri como grupo irmao dos calitriquineos (Figura 2c).

Outro ponto de divergéncia entre os autores era em relagdo aos arranjos internos
dentro do grupo dos calitriquineos. Sobre esta questdo, a maioria dos autores
considerava que Cebuella e Callithrix eram as linhagens mais derivadas. Para Saguinus
e Leontopithecus havia duas propostas: uma colocava Leontopithecus como grupo
irmao de Callithrix-Cebuela (Rosenberger, 1984; Ford, 1986) e outra colocava

Saguinus como grupo irmao dos pequenos gomivoros (Kay, 1990).



-
Callicebus ¥, . ] Callicebus
Aotus Saimiri Cebus -«
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a) b) Brachyteles C) Cebuella
Cebuella
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Figura 2 - Arvores filogenéticas de primatas do Novo Mundo obtidas a partir de dados morfoldgicos - (a) Rosenberger (1984) baseado em varios
caracteres morfologicos; (b) Ford (1986) utilizando caracteres morfologicos, dentarios e analise cladistica; (c) Kay (1990) baseado somente
caracteres dentarios e analise cladistica.
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Schneider et al. (1993), em um estudo pioneiro envolvendo todos os 16 géneros
de primatas do Novo Mundo, publicou a primeira filogenia molecular a partir de
seqliéncias da gene Epsilon-globina. Dentre os arranjos contrastantes em relagdo as
classificagOes anteriores, destaca-se a posi¢ao de Callicebus como o género mais basal
do clado dos Pitecineos, um arranjo apoiado por altos valores de bootstrap (100%);
Aotus, Cebus e Saimiri mostraram-se mais estritamente relacionados com o0s
Calitriquineos (bootstrap 99%) do que com as demais linhagens de platirrinos;
Callimico revelou-se como o grupo irmao de Callithrix-Cebuella, € ndo como linhagem
basal dos platirrinos, como defendiam alguns autores (Figura 3).

Os dados moleculares gerados posteriormente confirmaram os arranjos de
Schneider et al. (1993). A Tabela 2 mostra os resultados sumarizando os quatro
conjuntos de dados de seqiiéncias de genes nucleares (IRBP — Proteina transportadora
do retinol, G6PD — Glicose-6-fosfato desidrogenase, 3-2M — Beta-2-microglobulina e
Epsilon-globina) para todos os géneros atuais dos primatas do Novo Mundo, e dados
adicionais de vVWF (intron 11 do gene do fator de von Willebrand), regido flanqueadora
5> do Epsilon, Gama-globina e ND4 (desidrogenase subunidade 4 do gene
mitocondrial).

Na familia Pitheciidae, os quatro genes nucleares (Epsilon, IRBP, G6PD e [-
2M) mostraram Callicebus como grupo irmao dos pitecineos tradicionais, Pithecia,
Chiropotes e Cacajao (bootstrap variando de 99 a 100%) (Figura 4). Estes resultados
foram similares aos obtidos por Porter et al. (1999). Os quatros genes nucleares também
apoiaram significativamente a monofilia da familia Cebidae e agruparam Aotus, Cebus
e Saimiri com a subfamilia Callitrichinae (bootstrap de 56 a 100%). Trés dos quatro
genes nucleares (/RBP, G6PD, [-2M) juntamente com a regido flanqueadora 5’de
Epsilon, também apontaram para uma estreita relacdo entre Cebus e Saimiri (Porter et

al., 1997a, 1999).
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Quanto aos atelideos, os dados dos quatro genes (Epsilon, IRBP, G6PD ¢ [-2M)
colocaram Alouatta como a linhagem mais basal e Brachyteles-Lagothrix como
compartilhando o ancestral comum mais recente deste clado (com bootstrap variando de
99 a 100%) (Figura 4), contrastando com a idéia amplamente propagada de que Ateles e
Brachyteles compartilharam o ultimo ancestral comum no clado dos atelideos. Meireles
et al. (1999), utilizando cerca de 9 Kb do gene gama-globina, demonstraram de forma
significativa a monofilia do ramo Lagothrix - Brachyteles (bootstrap de 100%).

Quanto aos relacionamentos dentro do grupo dos calitriquineos, Pastorini et al.
(1998) com DNA mitocondrial, Chaves et al. (1999), utilizando o gene nuclear (VWF),
e Canavez et al. (1999a, 1999b), utilizando o gene da -2M, apoiaram fortemente a
inclusdo de Cebuella como membro do género Callithrix, a exemplo do que havia sido
sugerido previamente por Schneider et al. (1993), Porter et al.(1997b), e Barroso et
al.(1997) com dados dos genes Epsilon e IRBP. Estes estudos também colocaram
significativamente Callimico como grupo irmao do género Callithrix, contrariando a
visao cléassica de Callimico como sendo basal dos calitriquineos (valores de bootstrap
altamente significantes, 98-100%).

Como pode ser observado, muitos trabalhos de inferéncia filogenética para os
primatas do Novo Mundo foram acumulados ao longo dos anos. Contudo, poucos
estudos foram feitos com énfase em clados especificos ou em nivel subgenérico,
havendo pouca informagao a respeito das relagdes inter-especificas dentro da subfamilia

Callitrichinae ou com énfase nos géneros como, por exemplo, Saguinus, Mico e

Callithrix.
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Actus

e Sainiiri

Cebus

Saguinus

Leontopithecus

Callimico

Cebuella

Callithrix

Pithecia

Cacajao

Chiropotes

Callicebus

Alouatta

Ateles

Lagothrix

. Brachyteles

Figura 3 - Arvore de Méaxima Parciménia para 16 taxas de primatas do novo mundo
obtida através de seqiiéncias dos genes nucleares Epsilon, os numeros acima dos nos
representam os valores de bootstrap obtidos com 1000 pseudoréplicas e os numeros
abaixo dos noés (indice de decaimento de Bremer) indicam o niimero necessario de
mutagdo para quebrar os ramos (Schneider et al., 1993).
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Tabela 2 - Resumo dos resultados dos quatro genes nucleares Epsilon, IRBP, G6PD e B2M juntamente com dados adicionais de regides acima 5" do Epsilon, vVWF,
ND4, RNAt e Gama-globina. Esta Tabela foi modificada a partir de Schneider (2000).

Genes Kb Autores Agrupamentos Aotus, Cebus e Callicebus Lagothrix- Clado dos Callithrichine
Pithecineos/Atelineos/Cebideos  Saimiri agrupados  mais basal Brachyteles como - —
Saguinus Callimico e
com docladodos  grupos irmédos no como género Callithrix
Callithrichinae Pithecineos  clado dos Atelineos b
asal COMmo grupo
irmdo
BS% BS% BS% BS% BS% BS%
EPSILON 1,8 Shneider et al. (1993) PA=79 94 99 86 77* 69
IRBP 1,9 Shneider et al. (1996) PC=96 99 100 77 100 84**
G6PD 1,2 Von Dorman e Ruvolo (1999) AC=40 83 78 72 100 80
B2M 1,7 Canavez et al. (1999%) PA=72 56 87 96 100 92
vWF 0,7 Chaves et al. (1999) 98 84
EPSILON e Regido 5 1.8a4.3 Porter et al. (1997%) PAC=100 100
EPSILON e Regido 5 1.2a1.4 Porter et al. (1999) 100
ND4, RNAt 0,8 Pastorini et al. (1998) 81%* 80
v -Globina 9,6 Meireles et al. (1999) 100

Suporte do bootstrap-BS%; PA=Pitecineos X Atelineos; PC=Pitecineos X Cebideos; AC=Atelineos X Cebideos; PAC=nio resolvida; *Saguinus-
/Leontopithecus - grupo irmao;**Callimico/ Leontopithecus- Callithrix
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Pitheaidae

Cebidae

Figura 4 - Arvore de Méaxima Parcimdnia para 17 seqiiéncias dos genes nucleares B-2M,
Epsilon, G6PD e IRBP alinhados em tandem. As estrelas acima dos nods representam os
valores de bootstrap (variando entre 99-100%) obtidos com 1000 pseudoréplicas (Fonte:
Adaptada de Schneider, 2000).
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Em nivel intragenérico, os sagiiis (Saguinus) t€ém sido alvo de investigagdes nos
ultimos anos. Vallinoto et al. (2000), em um estudo usando um pseudogene mitocondrial,
observaram dois clados monofiléticos, um composto por S. niger - S. bicolor (1) como grupo
irmao de S. midas e S. oedipus como o mais basal, sendo apoiado por altos valores de
boostrap (100%). O segundo clado formado por S. mystax - S. melanoleucus mostrou-se como
grupo irmao de S. bicolor (2) e agrupados com Callithrix jacchus - C. aurita e M. argentata,
juntamente com Callimico goeldii, este clado apresentando baixos valores de boostrap (68%).
De acordo com Vallinoto et al. (2000) tal arranjo observado em relacdo aos espécimes
utilizados de S. bicolor pode ser explicado pela escolha de um grupo externo (Aotus infulatus)
inadequado, resultando num arranjo incoerente entre as amostras de S. bicolor e a baixa
resolugdo, filogenética da subfamilia Callitrichinae (Figura 5).

Estudos realizados com gene mitocondrial ND1 em nove tdxons de Saguinus dividiu
este género em dois grandes grupos: os de corpo pequeno, mais basais e representados pelas
subespécies de S. fuscicollis, e os de corpo grande representados pelas demais espécies
(Tagliaro et al., 2005; Jacobs et al., 1995; Croop et al., 1999 e Araripe et al., 2008). Araripe
et al. (2008) encontraram resultados similares utilizando gene ribossomal 16S (mitocondrial),
onde S. fuscicollis ¢ o mais basal dentre os Saguinus que foram analisados (boostrap 100%).
Estes autores também observaram trés clados, um formado por S. geoffroy-S. oedipus,
apoiado por altos valores de boostrap (100%), S. mystax-S. labiatus-S. imperator (boostrap
variando entre 81 a 91%) e o clado formado por S. midas-S. niger e S. bicolor-S. martinsi,
fortemente apoiado (boostrap 100%). O posicionamento de S. leucopus nao foi definido

(Figura 6).
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S. m. mystax
998

100

S. f. melanoleucos

S. b, bicolor (2)
68.1

Callimico goeldii

56.9 — C. jacchus
978

82.4 . qurita

100

C. argeniata

S. . midas

30.4

——— S. m. niger
36.4

100 L S &, bicolor (1)

S. cedipus

Aotus infulatus

Figura 5 - Arvore filogenética a partir de seqiiéncias do gene mitocondrial citocromo oxidase
subunidade II (COII) para 4 géneros de primatas do Novo Mundo (Saguinus, Callithrix,
Callimico e Aotus). Os nimeros acima dos nds indicam os valores de bootstrap obtidos
através da analise de Maxima Parcimdnia com 2000 pseudoréplicas (Fonte: Adaptada de
Vallinoto et al. 2000).
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S. niger (AVACA B1,B2,
B3, AVABD, AVAAZ, 1721,
1720, AVAAX, AVAAR,
AVAAH)

S. niger (AVABI, 1196,
80X, 710, 81X, 413)
—_—
S. niger (26X, 72X, 69X, 25X,
73X, 33X, 34X)
73/

S. niger (AVAAH)
S. midas (3146)

100/99 S. midas (3184, 2244, 2242, 2245)

S. niger (B3) =
1007100 S bicolor (1044, 1000, 899)/

|
S. martinsi (567, 972, 1069, 814 .
100/100 S. geoffroyi
S. oedipus

S. mystax (5095, 5098, 5089, |
5094, 5092, 5093)/

90/91 S. lablatus

. imperator (M, 3F) /
- \ .

S. fuscicollis —_— ﬁ/ s

100/100 (80, 113, 2283, 4353, 4560)

Figura 6 — Proposta filogenética para o género Saguinus a partir de seqiiéncias do gene
mitocondrial 16S, os nimeros acima dos ramos correspondem aos valores de bootstrap de
MP e ML, respectivamente (Fonte: Araripe et al., 2008).

Mais recentemente, elementos de transposi¢dao tém sido utilizados como marcadores
filogenéticos e populacionais, e uma razio para o sucesso destes marcadores ¢ devido ao seu
carater de evolugdo unidirecional (Hillis, 1999). No estudo de Ray et al. (2005), com 183
inser¢des Alu primata-especificas, foram observadas 28 inser¢des apoiando a monofilia dos
platirrinos; este estudo mostrou similaridade mais estreita entre as familias Atelidae (Ateles e

Alouatta) e Cebidae (Callithrix, Saguinus e Aotus) do que qualquer uma delas com

Pitheciidae, como apontado em estudos anteriores (Figura 7).
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Quanto aos relacionamentos inter e intra-genéricos, a subfamilia Callitrichinae é sem
duvida uma das mais complicadas. Além da definicdo do género basal da subfamilia (se
Saguinus ou Leontopithecus), vérias questdes da taxonomia, tanto de Saguinus como de
Callithrix e Mico, ainda merecem atengdo. Callithrix ¢ formado por dois grupos formalmente
definidos: o grupo jacchus com uma distribuicdo geografica na Mata Atlantica, € o grupo
argentata distribuido na regido Amazonica, recentemente elevado ao nivel de género (Mico)
por Mittermeier et al. (2000).

No grupo argentata, dados obtidos de seqiiéncias de DNA de Tagliaro ef al. (1997),
Chaves et al. (1999) e Canavez et al. (1999a, 1999b), sugerem que os géneros amazodnidas
Cebuella e Mico sejam estreitamente relacionados, como esperado em funcdo de sua
distribui¢do geografica. Por outro lado, esses dados ndo corroboram o reconhecimento de
Mico humeralifera e da espécie recentemente descrita M. mauesi como sendo taxons
diferentes (Tagliaro et al., 1997). Somando-se a isso, Tagliaro et al. (1997) também nao
resolveram a relacdo entre C. jacchus, C. kuhli, C. penicillata, e C. geoffroyi, mas a analise

mostra claramente que C. aurita ¢ a linhagem mais basal deste grupo da Mata Atlantica.
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Callithrix

Saguinus

Cebidae

Saimiri

-

N>

Aotus

Areles

Atelidae

Lagothrix
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e»

Alouatta

Callicebus

Pitheciidae

Pithecia

Macaca

N>

— Chiorocebus

N>

Homo

-

Figura 7 - Arvore mais parcimoniosa gerada da analise de 189 inser¢des Alu em nove tixons
de primatas do Novo Mundo. Os taxons, Macaca, Chlorocebus e Homo sapiens como grupo
externo. Numeros com setas indicam inser¢des nao ambiguas que apoiam o né (Fonte: Ray et
al., 2005).
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Os resultados acima foram corroborados pelo trabalho de Sena et al. (2002), usando
seqiiéncias do gene citocromo oxidase subunidade II (COII) em 12 espécies de calitriquineos,
que mostrou Callithrix como grupo irmdo de Mico (bootstrap 76%); no grupo Mico
formaram-se 3 clados: um clado formado por M. argentatus-M. emiliae do Para, outro com M.
humeralifer, M. mauesi, M. saterei-M. melanurus e a espécie de Mico cf. emiliae de Rondonia
agrupando na periferia desse clado, todos apoiados por baixos valores de bootstrap variando
entre 57 a 86%. Dentre de Callithrix, a espécie C. aurita apareceu como a linhagem mais
basal (bootstrap 100%) e as demais espécies (C. jacchus, C. penicillata, C. kuhllii, C.
geoffroyi e C. flaviceps) formaram grupos fracamente apoiados. No que diz respeito a
Cebuella pygmea, os dados de divergéncia colocam esta espécie mais relacionado ao grupo

dos calitriquineos amazonidas (Mico) (Figura 8).
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Figura 8 - Arvore de Maxima Parciménia obtida a partir de seqiiéncias do gene mitocondrial
citocromo oxidase subunidade IT (COII) para 12 espécies de calitriquineos, os numeros acima
dos ramos representam os valores de bootstrap (Sena et al., 2002).
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1.4 Os Elementos ALU

Os elementos da Classe I estdo divididos em duas subclasses: os retrotransposons,
elementos que possuem Longas Repeticdes Terminais (LTRs) sdo agrupados na subclasse |
(retrotransposons com LTRs) e os elementos que ndo apresentam as LTRs sdo colocados na
subclasse II (retroposons sem LTRs) (Capy 1998).

A super familia dos retroposons € composta pelas seqliéncias LINES (Long
Interspersed Elements) — Elementos Intercalados Longos, apresentando cerca de 7Kb de
tamanho, e SINEs (Short Interspesed Elements) — Elementos Intercalados Curtos, com
centenas de pares de bases. Os LINES consistem dos elementos: L1 (LINE), R2, R1, Jockey e
Tayt-HetA. Os SINES sdo formados pelos elementos: Alu, S1, B1 e B2, respectivamente
(Capy et al., 1998). Os elementos méveis mais conhecidos e estudados sdo os retroposons
Alu, que sao SINEs primata-especificos e possuem um tamanho variavel entre 75 a 500 pares
de bases.

Estes elementos sao extremamente bem sucedidos dentro do genoma dos primatas em
termos de numeros de copias por genoma. Durante a evolu¢ao dos primatas, ha mais de 60
milhdes de anos, aproximadamente um milhdo de cépias de DNA repetitivo (4lu) t€m se
acumulado em seus genomas (Schmid e Jelinek, 1982). Segundo Li (2001), as seqiiéncias
repetitivas Alu constituem cerca de 10% do genoma humano, com aproximadamente um
milhao de copias por genoma.

Os Alu sao compostos de dois dimeros derivados de 7SL RNA, formando duas
subunidades ricas em guanina/citosina conectadas em uma via rica em adenina e terminando
em uma ponta de poli-adenina (Figura 9). Como SINEs pertencem a classe I dos elementos
transponiveis (retroposons), a replicacdo ¢ mediada por um RNA intermediario. Este RNA

possui um promotor interno para RNA polimerase III, mas a sua transposi¢ao depende da
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maquinaria enzimatica codificada pelo gene da transcriptase reversa presente nos elementos
intercalados longo - LINES (Figura 10) (Ogiwara et al., 1999; Okada et al., 1997).

Durante o processo de integragdo da inser¢do mediado por uma endonuclease, a
inser¢ao ¢ introduzida dentro da seqiiéncia alvo, resultando em uma repeticdo direta (DRs)
flanqueando a inser¢do SINE. A transposi¢ao de um SINE pode ser considerada um evento
unico e irreversivel (Cook e Tristem, 1997; Hamdi et al., 1999; Shedlock e Okada, 2000).
Segundo Lagemaat ef al. (2005), as seqliéncias SINEs (Alu) sdo usadas como uma
caracteristica unidirecional. Isto ¢, a auséncia da insercdo representa o estado ancestral, isto
porque a remog¢do de um A/u ¢ extremamente rara apos sua fixacdo no genoma. Nao existe
evidéncia de que uma vez inserido um retroelemento ele seja removido (Cook e Tristem,
1997; Hamdi et al., 1999; Shedlock e Okada, 2000). Assim, marcadores tipo SINE ndo
apresentam homoplasia, j4 que a probabilidade de compartilhamento de SINEs no mesmo
sitio por dois tdxon diferentes ¢ extremamente rara (Batzer e Deininger, 2002; Hamdi et al.,
1999; Hillis, 1999; Myamoto, 1999; Roy-Engel et al., 2002; Salem et al., 2003a; Shedlok e
Okada, 2000).

Viérios estudos tém utilizado elementos moéveis para fazer inferéncias a respeito das
relacdes filogenéticas entre diversos grupos de animais. Segundo Shimamura et al. (1997),
utilizando elementos SINEs, os cetaceos (baleia, golfinho e boto) formam um clado
fortemente apoiado dentro dos Artiodactyla, Takahashi et al. (2001), também utilizando
elementos de transposicdo (SINEs), elucidou as relagdes filogenéticas entre os peixes
ciclideos do lago Malawi. Salem et al. (2003) analisando elementos de transposi¢ao (SINEs),
produziu uma filogenia para os hominideos. O trabalho de Schmitz et al. (2001) apoia uma

relacdo mais estreita entre tarsio e os antropoides.
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Figura 9 - Esquema representativo da estrutura de um elemento Alu (retroposon nao-
autonomo); (TSD) — Sitios alvos duplicados, (L) — monomero da esquerda; (R) — mondmero
da direita; A(a) — cauda de poliadenina (Fonte: Adaptado de Kazazian et al. 2004).
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Figura 10 - Representagdo esquematica mostrando a estrutura de um elemento L1
(retrotransposon autdbnomo) com 6 kb de tamanho. TSD — Sitios alvos duplicados; 5"UTR —
regido nao codificante; ORF 1 e 2 — matriz de leitura codificante da transposase; EN — sitios
da endonuclease; RT — sitios da transcriptase reversa; C — sitios conservados ricos em
cisteina; 3'UTR - regido ndo codificante; AATAAA — sinal de terminacao da inser¢ao de
poliadenina; a — cadeia final de poliadenina. Adaptado de Kazazian et al. (2004).
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1.5 Justificativa

No Brasil os primatas da subfamilia Callitrichinae sdo encontrados nas florestas
Amazonica e Atlantica, as quais estdo sobre forte pressao de desmatamento, € o ritmo
acelerado da degradacdo do habitat compromete a sobrevivéncia desses pequenos macacos na
regido e pode, em um futuro ndo muito distante, levar ao desaparecimento de muitas espécies.

Apesar do consideravel volume de trabalhos focados nas relagdes filogenéticas entre
os primatas do Novo Mundo, a diversidade de taxons, especialmente da subfamilia
Callitrichinae, ¢ exuberante e ainda necessita de estudos taxonomicos adicionais. O
relacionamento entre Mico e Callithrix e as ramificagdes dentro de cada grupo, a posicao de
Callibela (ou Mico humilis) em relagdo aos demais taxons amazonicos, sdo exemplos de
algumas questdes importantes que merecem melhor investigacao.

Considerando que cada Alu ¢ o “f6ssil” de um evento de transposi¢do que ocorreu
somente uma vez na evolucdo dos primatas, as inser¢des A/u, assim como um gene, Sa0
transmitidas dos pais para os filhos, assim, entende-se que todos os primatas que apresentam
uma inser¢ao A/u em determinado loco a herdaram do seu ancestral comum. Contudo, as
analises das insercdes A/u sao baseadas somente na presenca ou auséncia da mesma, sendo
que, as analises tradicionais verificando as mutacdes das inser¢des quase nao sao utilizadas.
Além da utilidade taxondmica, o uso desta ferramenta, acoplada as informagdes ja existentes,

podera fornecer dados muito precisos no que diz respeito a calibragdo do relogio molecular

possibilitando datacdes mais precisas sobre a irradiacdo do grupo dos pequenos macacos.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Geral:

O presente trabalho tem como objetivo geral utilizar sequéncias de elementos A/u para
investigar as relagdes filogenéticas entre e dentro dos representantes de trés géneros

(Saguinus, Mico, Cebuella e Callithrix) da subfamilia Callitrichinae.

1.6.2 Especificos:

Definir as relagdes de parentesco das espécies de Saguinus;

e Determinar a posicao de Callibella em relagao aos demais géneros amazonicos;

e Determinar a relacdo de parentesco entre os géneros Callithrix, Cebuella ¢ Mico e
comparar com outras propostas disponiveis na literartura;

e Determinar o arranjo filogenético entre quatro espécies de Callithrix;

e Estimar o tempo de divergéncia entre os géneros Saguinus, Mico e Callithrix.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostragem e Extracdo de DNA

Foram coletadas 14 espécies de primatas do Novo Mundo, representantes dos géneros
Saguinus, Callithrix, Mico e Cebuella (Tabela 3). As amostras foram devidamente
armazenadas a -20C° em congeladores do Laboratorio de Genética e Biologia Molecular do
Campus de Braganca da Universidade Federal do Pard. Na extragdo do DNA total foi
utilizado 20mg ou 80ul de sangue que foi digerido por ribonucleases durante 40 min a 37 °C e
dissolvido por uma solu¢do de SDS (dodecil sulfato de s6dio) e proteinase K a 55 °C por 1
hora. Em seguida o material foi submetido a lavagem com fenol cloroférmio e precipitado por
acetato de sodio e isopropanol, por fim o DNA total foi hidratado e congelado (Sambrook et

al. 1989).

2.2 PCR e Sequenciamento

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi usada para a amplificagdo das regioes
Alu do genoma nuclear com iniciadores especificos desenvolvidos por Ray et al. (2005)
(Tabela 4). O protocolo foi padronizado para o volume final de 25 pL, contendo 4 pL da
mistura de dNTPs (1,25 mM), 2,5 uL. de tampao 10x (Invitrogen — Tris-HCI1 e KCI, pH 7,8), 1
pL de MgCl12 (50 mM), 1 uLL de DNA (~150 ng do DNA total), 0,25 puL de cada iniciador
(200ng/uL), 0,2 uL de Taq (5 U/uL) polimerase (Invitrogen) e agua destilada para completar
o volume final da reacdo. Em geral as condi¢des durante a reagdo foram: desnaturagao inicial
de 94° por 4 min, seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 94° a 1 min, a temperatura de
anelamento variou entre 50-65° por 1 min e extensdo a 72° por 2 min, e finalizando com uma

extensdao de 7 min.
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Tabela 3 — Amostras de primatas utilizadas no presente trabalho.

Nome cientifico Codigo N Fonte Origem Geografica
Cebuella pygmaea (3; 8) CPYG(2) 2 LGBM CENP

Callibella humilis02 CALL2 1 LGBM AM

Callithrix jacchus (34; 43) CJAC(2) 2 LGBM RN

Callithrix kuhlli627 CKU627 1 LGBM CPRJ - cativeiro
Callithrix penicillata92 CPENO92 1 LGBM UNB - cativeiro
Callithrix geoffroyi CGEO(2) 2 LGBM UNB - cativeiro
(602; 1004)

Saguinus niger (1278; 1793) SMN(2) 2 LGBM PA

Saimiri sciureus (01) SAIMIO1 1 LGBM PA

Saguinus midas (34; 2088) SMM(2) 1 LGBM PA

Saguinus labiatus (02) SLABO02 1 Genebank Ray et al. (2005)
Saguinus bicolor (932) SBB932 1 LGBM PA

Saguinus fuscicollis (77; 78) SFUSC(2) 2 LGBM RO

Saguinus mystax (5082; 5086) SMYST(2) 2 LGBM AM

Mico argentata(2 MARGO02 2 LGBM PA

Mico emiliae (4221; 4159) MEMI(2) 2 LGBM RO

Cebus apella35 CAPE35 1 LGBM PA

CENP=Centro Nacional de Primatas (PA); CPRJ=Centro de Primatas do Rio de Janeiro; As
amostras coletadas no Campo (Campo) foram obtidas durante a constru¢do de usinas
hidrelétricas no rio Tocantins (UHE-Tucurui-PA), no rio Uatuma (UHE-Balbina- AM) e no Rio
Jamari (UHE-Samuel). LGBM= amostras coletadas e armazenadas no Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular do Instituto de Estudos Costeiros (Campus de Braganca). Genebank:
AAIuIBF3 AY620486; SagAlulDI132a AY620641; SagAlulD29 AY620626; SagAlulD39
AY620649; http://batzerlab.Isu.edu/pub2005.html#04.
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Tabela 4- Numero de locos com a seqiiéncia dos iniciadores que foram utilizados no presente

trabalho ¢ localiza¢des nos Cromossomos dos Callitrichineos.

Primer Sequéncia 5" - 3" F/R Cromossomo Localizacao
1 - SF7 GAGTCTCACAGCCCTCCAAG -F X 138549403/
TGAATCTAACACCTCTGAATGTAGGC - R 138549715
2 - AAlulB_F3 GTCACTGAAACTGCACTCAGGG -F 1 211753007/
GCAGTGCCCTTGAACCTGGCA -R 211753516
3-Sag AlulD 132a TGGATGTCTCACAGCTCCAA -F 7 23047208/
TTGATGYCCTTCCCCAAGAC -R 23047500
4 - Sag AlulD 29 TTGCTGACTGCAGAAGGAAG-F 12 75464416/
GCTGAGACCAGACTCCCAGT -R 75464615
5-Sag AlulD 39 TGAAGAGAAGCTCATTTGTGAG - F 15 85622085/
ATGGGCAACCAACACTCYGT -R 85622406

Os produtos da PCR foram purificados utilizando-se o kit ExoSAP-IT (Amersham
Pharmacia Biotech. Inc., UK) e em seguida submetidos a reacdo de sequenciamento pelo
método de dideoxinucleotideos terminais (Sanger ef al. 1977) com o kit de reagentes Big Dye

(ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction — Applied Biosystems,

USA). A reagdo foi realizada para um volume final de 10 pL, adicionando 0,5 pL. de um dos

iniciadores, 1 pL de produtos da PCR, 1 uL. de mix Big Dye, 2 pL de Tampao e 5 pL. de adgua
destilada. Os reagentes nao incorporados durante a reagdo foram eliminados através da lavagem
com isopropanol e etanol. As sequéncias foram obtidas por meio do sequenciador automatico
ABI 3100 (Applied Biosystems), sendo que alguns fragmentos foram sequenciados em ambas as
diregdes com o intuito de obter o0 maximo de pares de base dos mesmos e aumentar a precisao

da sequéncia. O marcador Sag AlulD 29 foi seqiienciado para todas as amostras, exceto para as

amostras de S. midas, S. bicolor e S. mystax.
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2.3 Alinhamento das sequéncias

As seqliéncias foram alinhadas automaticamente pelo programa CLUSTALW
(Thompson et al., 1997) implementado no editor de sequéncias BioEdit versao 7.0.5.2
(HALL, 1999) que foi utilizado para inspecao visual e possiveis correcoes.

A composi¢ao nucleotidica, nimeros de sitios conservados, varidveis e parcimoniosos
foram calculados no programa MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007) e para verificar o nivel de
saturacdo dos marcadores foram construidos graficos relacionando o ntimero de transicdes e
transversoes versus a divergéncia de cada regido no programa DAMBE versao 5.0.80 (Xia e
Xie 2001). Além disso, a significdncia da incongruéncia entre as sequéncias foi verificada
através do Teste de Homogeneidade de Parti¢do (THP) (Farris et al. 1995) com 10000 réplicas,
através do programa PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony* and Other Methods)

(Swofford 2002).

2.4 Analises Filogenéticas

As arvores filogenéticas foram enraizadas com as espécies Cebus apella e Saimiri
sciureus, as quais sdao consideradas mais proximamente relacionadas a subfamilia
Callitrichinae de acordo com estudos anteriores (Schneider 2000; Opazo et al. 2006).

A reconstrugcdo das relagdes filogenéticas foi realizada seguindo os métodos de:
Maxima Parcimoénia (MP), Maxima Verossimilhanga (MV), Inferéncia Bayesiana (IB) e
Inferéncia Bayesiana Hierarquica (IBH). O programa PAUP*4b10 foi usado para a construgao
da arvore de MP, sendo a confiabilidade dos ramos testada por meio de 1000 réplicas de
bootstrap. As andlises de MV foram feitas no programa PhyML versao 3.0 (Guindon e
Gascuel 2003), sendo o indice de confianca igualmente estabelecido por meio de 1000 réplicas

de bootstrap. Os modelos de substitui¢do nucleotidica mais adequados a cada banco de dados
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foram escolhidos pelo programa jModeltest 0.1.1 (Posada 2008) segundo o AIC (Akaike
Information Criterion).

A inferéncia Bayesiana foi realizada através do programa MrBayes 3.1 (Ronquist e
Huelsenbeck 2003) por meio de duas corridas independentes (comprimento da cadeia foi
2.000.000 geracdes). A qualidade das corridas foi observada através do programa Tracer v1.4
(Rambaut e Drummond 2007), garantindo que o tamanho efetivo das amostras (ESS) foi
adequado para todos os parametros seguindo as recomendagdes dos autores. A inferéncia
Bayesiana Hierarquica foi feita por meio do programa Best (Liu, 2008). Para a escolha dos
modelos evolutivos foi utilizado o programa jModeltest 0.1.1 (Posada 2008) segundo o critério
de informagdo bayesiano (BIC). No programa Best (Liu, 2008) foi gerada a “arvore de
espécie” com 100 milhdes de geracdes (ngen=100.000.000), sendo que, as primeiras 5 milhdes
de arvores foram descartadas (printfreq=1000; burnin=5.000). A qualidade da corrida foi
observada no programa Tracer v1.4 (Rambaut e Drummond 2007). Todas as arvores obtidas
foram visualizadas e editadas no programa FigTree v.1.2.2 (Rambaut 2008), sendo que o
PAUP versao 4b10 (Swofford, 2002) também foi usado para a constru¢do das matrizes de

divergéncia genética (distancia P e distancia corrigida do banco e dados total).

2.5 Estimativa do tempo de divergéncia

Os eventos de especiagao foram datados usando a abordagem MCMC (Metropolis
coupled Markov Chain Monte Carlo) implementada no programa BEAST v1.4.8 (Drummond
e Rambaut 2007). Como existe uma grande quantidade de trabalhos com dados moleculares
para os primatas o Novo Mundo, o ponto de calibracdo da arvore Bayesiana foi calculado com

base no tempo divergéncia das linhagens de Saguinus, Cebus apella e Saimiri sciureus
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estimada com base nos dados de Schneider (2000) e Opazo et al. (2006). Para tal analise foi
usado apenas o banco de dados total.

O tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA) dos principais clados foi
calculado usando o método do relogio relaxado (lognormal), que assume taxas independentes
sobre diferentes ramos (Drummond et al. 2006). As arvores prévias foram modeladas de
acordo com o processo de especiagdo Yule, todas as outras informagdes prévias seguiram os
valores padrdes do Programa BEAST v1.4.8. As andlises de MCMC foram feitas através de
uma corrida de 10 milhdes de geragdes e amostrada a cada 100 geracdes, sendo 10% das
amostras descartadas (burnin). Os resultados foram inspecionados usando o Tracer v1.4
(Rambaut e Drummond 2007) e posteriormente o resultado da corrida foi submetido ao
TreeAnotator v1.4.8 (Drummond e Rambaut 2007) para a inclusdo dos tempos de calibraciao
nos ramos da arvore obtida. Da mesma forma que na andlise filogenética, a arvore final foi

visualizada no programa FigTree v.1.2.2 (Rambaut 2008).
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3 RESULTADOS

3.1-Caracteristicas dos bancos de dados

As caracteristicas quantitativas das sequéncias estdo enumeradas na Tabela 5. As
sequéncias concatenadas possuem cerca de 2500 pares de bases por taxon, dos quais 334
sitios sdao variaveis e 232 sdao informativos para parcimdnia. Algumas amostras foram

completadas com interrogagdes, assim como com delegoes.

Tabela 5: Caracteristicas dos bancos de dados analisados no presente estudo

AlulBF3F  SF7F SAG39F  SAGI32F SAG29F  Total

N° de sitios 741 492 392 406 503 2534
N°de sitios parcimoniosos 54 42 49 39 48 232
N°de sitios varidveis 101 61 62 57 53 334
N°de sitios conservados 639 431 330 349 448 2197
Ne°de sitios com delegdes 16 6 6 2 9 39
A% 30,6 29,8 31,7 32,9 32,8 31,3
C% 19,8 19,3 22 19,2 21,6 20,2
G% 25,5 25,0 23,7 27,7 23,1 25,1

T% 24,1 25,9 22,6 20,1 22,6 23,4
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Nenhum dos fragmentos apresentou saturagdo (dado nido mostrado) e o Teste de
Homogeneidade de Particdo ndo rejeitou a concatenagdo entre os cinco loci seqilienciados (p >
0,05), por isso foram criados cinco bancos de dados (F3F, SF7, SAG39F, SAGI32F,
SAG29F) e um concatenado com todos os marcadores. Para as andlises de cada conjunto de
dados foram escolhidos pelo jModeltest os seguintes modelos de acordo com AIC: TPM3uf,
TrNef+G, TPM2+G, HKY+G, TPM1uf e HKY + G respectivamente, sendo as caracteristicas

de cada modelo evolutivo listadas no Anexo.

3.2-Divergéncia genética

As seqiiéncias analisadas apresentaram pouca varia¢do, sendo que os célculos das
distancias genéticas dentro e entre os grupos foram realizados somente para o banco total
(Tabela 6). Analisando o banco de dados total, observa-se que a média da divergéncia
genética ¢ de 3,6% (0,1-8,2%) para a distancia P (DP) e 4,5% (0,1-10,6%) para a distancia
corrigida (DC). J& quando se compara com o grupo externo a divergéncia ¢ de 4,3% (0,2-
8,2%) e 5% (0,2-10,6%) para DP e DC, respectivamente.

A divergéncia genética média dentro de Saguinus variou de 1,9% DP e 2,2% DC,
sendo a menor divergéncia observada entre S. midas e S. niger (0,3% DP ¢ 0,35% DC) e a
maior distancia genética foi entre S. labiatus e S. fuscicollis (3,6% DP e 4,1% DC). Nas
comparagdes das divergéncias interespecificas de Mico, a média foi de 1,1% (0,1 a 1,6%) DP
e 1,16% (0,1 a 1,7%) DC, sendo as maiores distancias observadas entre M. emiliae ¢ C.
pyvgmaea (1,4% DP e 1,5% DC) e Callibela humilis e C. pygmaea (1,4% DP ¢ 1,5% DC), ¢ a
menor divergéncia entre M. argentata ¢ M. emliae (0,2% DP ¢ 0,25% DC).

No que diz respeito a distancia genética média, dentro de Callithrix os valores foram

de 0,7% (0,4-0,8%) para DP ¢ 0,73% (0,4-0,9%) para DC, observando-se baixissimos valores
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de divergéncia dentro deste grupo, e a maior distincia entre C. penicillata ¢ C. geoffroyi
(0,8% DP ¢ 0,9% DC). Quando se comparam os trés géneros com o grupo externo observa-se
maior divergéncia destes com Saimiri, média de 8% (6,6- 8,2%) DP e 9,4% (8,4-10,6%) DC e

menor distancia em relacao a Cebus 5% (4,4-5,6%) DP e 6% (5,2-6,9%) DC.
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Tabela 6: Percentagem de divergéncia nucleotidica entre pares de espécies de Callithricneos calculadas a partir do banco total de sequéncias

ALU. Acima da diagonal estdo os valores da distancia P e abaixo da diagonal os valores da distancia corrigida (HKY + G).

1 SAIMI01
2 CAPE35
3 SMM (2)
4 SMN (2)

5 SBB932
6 SLAB02

7SMYST (2)

8 SFUSCI (2)
9 CPEN92

10 CJAC (2)

11 CGEO (2)
12 CKU627

13 MEMI (2)

14 MARGO2
15 CALL2

16 CPYG (2)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
SAIMIO1 CAPE35 SMM (2) SMN (2) SBB932 SLAB02 SMYST (2) SFUSCI(2) CPEN92 CJAC(2) CGEO(2) CKU627 MEMI (2) MARG02 CALL2 CPYG(2)
55 8.0 8.0 8.2 7.7 74 7.1 7.7 7.2 7.3 7.8 6.6 6.7 7.1 7.2
6.7 5.5 5.4 5.6 5.6 4.8 5.0 53 4.8 4.9 53 4.5 4.5 4.9 4.4
10.4 6.7 0.3 1.0 2.3 1.6 31 5.2 53 5.4 5.1 5.2 5.2 5.0 5.1
104 6.6 0.3 1.1 2.3 1.5 3.0 5.1 5.5 53 5.1 5.5 5.4 53 5.5
10.6 6.8 1.0 1.1 2.6 1.9 3.0 5.1 5.2 5.2 4.9 5.1 5.0 4.9 5.1
9.9 6.9 2.6 2.5 2.9 1.6 3.6 6.4 5.7 5.4 6.0 5.6 5.4 5.6 5.5
9.4 5.8 1.7 1.5 2.1 1.7 2.8 5.4 5.5 5.2 5.3 53 5.2 5.2 5.2
8.9 6.0 35 34 33 4.1 3.1 5.8 5.8 5.5 5.6 6.0 5.9 5.8 5.7
10.5 6.8 6.4 6.3 6.1 83 6.7 7.2 0.6 0.8 0.6 23 2.1 23 1.8
9.3 5.8 6.5 6.9 6.3 7.1 6.7 7.2 0.6 0.8 0.6 2.0 2.0 2.0 1.8
9.4 5.9 6.6 6.6 6.3 6.6 6.2 6.8 0.9 0.8 0.4 1.9 1.9 1.8 1.7
10.6 6.6 6.3 6.3 59 7.5 6.5 7.0 0.6 0.7 0.4 1.9 1.7 1.8 1.5
8.4 53 6.4 6.9 6.3 6.9 6.6 7.5 2.5 2.2 2.1 2.0 0.2 0.9 1.4
8.4 53 6.3 6.8 6.1 6.7 6.4 74 23 2.1 2.0 1.9 0.2 0.8 1.3
9.2 5.8 6.0 6.5 5.9 6.9 6.4 7.2 24 2.2 1.9 1.9 1.0 0.9 1.4
9.3 5.2 6.2 6.8 6.1 6.8 6.4 7.1 2.0 1.9 1.8 1.6 1.5 1.4 1.5
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3.3-Relacgoes Filogenéticas

Foram criadas arvores de Méaxima Parciménia (MP), Maxima Verossimilhanca
(MV) e inferéncia Bayesiana (IB) (Figura 11) e Inferéncia Bayesiana Hierarquica (IBH)
(Figura 12). Nas topologias produzidas, os valores de suporte dos ramos abaixo de 85%
de bootstrap MP, MV e menores do que 0,5 de probabilidade posterior foram omitidos.
Além disso, foram geradas arvores para todos os loci individualmente, contudo, ndo foi
notado nenhum agrupamento significativo (bootstrap > 50%), sendo as mesmas nao
incluidas no texto.

As arvores filogenéticas geradas através dos métodos de MP, MV e IB
apresentaram topologias muito semelhantes, assim como a tpologia a partir da arvore
gerada pelo método Bayesiano Hierdrquico (arvore de espécies).

Dentro do género Saguinus foram observados dois clados, um representado
pelos sagiiis de corpo pequeno, (S. fuscicollis) e os de corpo grande representados pelas
demais espécies, sendo S. fuscicollis o tixon mais basal do género. O tdxon S. bicolor é
grupo irmao de S. midas/S. niger com altos valores de suporte estatistico, contudo a
relacdo das ultimas ndo € resolvida, pois uma politomia foi observada. O clado dos
“bigodudos” ¢ monofilético e € grupo irmao de S. bicolor/S. midas/S. niger. Todos os
demais agrupamentos acima foram confirmados por meio do método bayesiano
hierarquico.

No que diz respeito aos calitriquineos da Amazoénia (Mico, Callibella e
Cebuella), um importante resultado observado ¢ o posicionamento de Cebuella
pygmaea como linhagem mais basal do clado, com alto suporte estatistico (89% MP,
81% MV e 1.0 IB). O recente género descrito, Callibela (C. humillis), ¢ grupo irmao de

Mico, aparecendo como grupo irmdo de M. argentata/M. emiliae. Os dados de
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divergéncia nucletidica também reforcam a maior similaridade entre Callibela e Mico
do que destes com Cebuella.

Com relagdo aos arranjos em Callithrix, a arvore filogenética com os dados
concatenados mostra C. jacchus como grupo irmao de um clado ndo resolvido formado
por C. penicillata/C. kuhlli/C. geoffroyi, porém, sem suporte estatistico, ou seja, uma

politomia envolvendo as quatro espécies da Mata Atlantica, isto revelado em todas as

analises.
100/99/1.0p C_geoffroyi1004
C_geoffroyi602
98/100/1.0 c-funliszr
C_penicillata92
100/99/1.0e— | C jacchusd3
C_jacchus34 L
97/100/1‘0 100/99/1_0 M_argentata02
6/98/1.0 _h_emiliaelﬁss
M_emiliaed221
89/ 8{& b Callibelia_humilis2
[ C_pygmaea8 I
C_pygmaea3
100/100/1.0 99/98/1.0 S_niger1793
S_niger1278
S_micas34
S_midas2088
98/95/1.0 S_bicolor932
99/100/1.0 S_mystax5082
| — S labiatus02
94/95/1.0< | 100/100/1.0 S_fuscicollis78
s_fuscicollis77
0 £100 £ 1.0 C_apella35
S_sciureus01

0.006

Figura 11: Arvore de maxima verossimilhanga gerada a partir de cinco loci de
seqliéncias Alu concatenadas para trés géneros de primatas do Novo Mundo (Saguinus,
Callithrix e Mico). Os suportes dos ramos estdo dispostos de acordo com os métodos de
MP, MV com 1000 pseudoréplicas e IB. A cor cinza claro representa o género
Callithrix, o cinza escuro os Micos, vermelho Cebuella e preta os Saguinus. (Awore de
MV com —In L = -5987.87150 ¢ MP com 10 arvores igualmente parcimoniosas, 449
passos de comprimento, indice de consisténcia = 0,871 e indice de retengdo = 0,943).
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Figura 12: Arvore de espécies (IBH) gerada a partir de seqiiéncias de cinco loci
inser¢des Alu para os trés géneros Saguinus, Callithrix ¢ Mico. Os suportes dos ramos
estdo dispostos de acordo com o método do modelo Bayesiano hierarquico multi-alelo
com 100 milhdes de geragdes, os valores entre os ramos representam os indices de
credibilidade. Os nameros entre parénteses representam o nimero de amostras da
mesma espécie. Os nimeros romanos acima dos ramos indicam os nds para os quais 0s
tempos de divergéncia foram estimados (Tabela 7). As cores cinza claro, cinza escuro,
vermelho e preta representam os grupos Callithrix, Mico, Cebuella e Saguinus,
respectivamente.

3.4-Tempo de divergéncia entre os Callitrichineos

As estimativas do tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA) dos
principais ramos e os seus intervalos de credibilidade (IC) estdo dispostos na Tabela 7 e
também sdo mostrados na Figura 12. O TMRCA dos calitriquineos indica que a
diferenciacdo teve inicio no Mioceno ha quase 15,8 milhdes de anos atras. Saguinus

surge como o mais basal do grupo, sendo que as principais diversificagdes dentro deste
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género ocorreram no Mioceno tardio ha 8,6 ¢ 5,7 milhdes de anos. No que diz respeito a
Mico e Callithrix, as diversificagdes tiveram inicio no final do Mioceno ha seis milhdes

de anos.

Tabela 7: Estimativa do tempo de divergéncia dos nods obtidos da reconstrucdo
filogenética dos géneros Saguinus, Mico e Callithrix.

Nés TMRCA (Ma) Intervalo de credibilidade
I 15,9 15,81-22
11 8,6 6,18-11,4
M1 5,7 3,90-8

v 2,6 1,44-4,20
\% 3,7 2,02-5,64
VI 1,2 0,51-2,16

VII 6 4,94-7,6

VIII 4,22 2,85-5,7
IX 2,32 1,29-3,56
X 0,67 0,24-1,31

XI 3 1,52-4,78
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4 DISCUSSAO

4.1-Relagoes Filogenéticas

Estudos filogenéticos dos Primatas do Novo Mundo baseados em dados
moleculares sugerem uma origem comum para todos os Platirrinos e apoiam a
monofilia da subfamilia Callitrichinae. Estes estudos t€ém mostrado significativos niveis
de apoio a varios relacionamentos entre os géneros, mas muitas das relagdes intra-

genéricas continuam nao resolvidas.

4.1.1 - Saguinus

No presente trabalho avaliou-se 12 espécies destes pequenos primatas, com uma
base de dados com cerca de 3000 pares de bases por individuo, de cinco loci de
insergoes Alu.

A reconstrucdo filogenética a partir destes marcadores mostra que o género
Saguinus ¢ dividido em trés grupos, tendo Saguinus fuscicollis como taxon mais basal
do género, arranjo apoiado por altos valores de bootstrap. Este arranjo confirma
achados anteriores com marcadores moleculares e morfométricos (Tagliaro et al., 2005,
Jacobs et al., 1995, Croop et al., 1999 e Araripe et al., 2008).

O grupo dos Saguinus de corpo grande reine varias espécies cujas relagdes
filogenéticas sdo controversas. Alguns estudos apontam S. imperator mais proximo de
S. leucopus e estes seriam clado irmado do grupo “fuscicollis”, enquanto que os demais
membros deste grupo (S. labiatus e S. mystax) seriam grupo irmao de S. inustus (Natori
e Hanihara, 1992; Jacobs et al., 1995). Para os dados da regido controle do mtDNA
obtidos por Cropp et al. (1999) observou- se S. imperator e S. labiatus como taxons

irmaos e estes agrupando com o clado formado por S. geoffroyi, S. oedipus e S. midas.
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Todas estas propostas apdiam o carater parafilético do clado dos “bigodudos” e rejeita a
monofilia deste clado sugerida inicialmente por Hershkovitz (1977), contudo nenhum
desses trabalhos apresenta bons suportes estatisticos.

O estudo recente de Araripe et al. (2008) propdem que S. labiatus e S. mystax
sdo grupos irmaos e posicionam este clado como grupo irmao de S. imperator. No
presente estudo foram obtidas topologias muito semelhantes as de Araripe et al (2008),
mostrando S. labiatus como taxon irmao de S. mystax, com alto suporte estatistico, e
este clado agrupando com o ramo S. bicolor/S. midas/S. niger. A matriz de distancia
corrobora tal arranjo, assim como a darvore de espécie com altos indices de
credibilidade. Desta forma, apesar da auséncia de S. imperator, nossos resultados
apoiam a monofilia do clado dos “bigodudos”.

Nossas andlises filogenéticas suportam fortemente o clado formado por S.
bicolor e S. midas/S. niger (bootstrap 100% MP, 98% MV e 1.0 IB) corroborando
outros estudos com dados moleculares e morfologicos (Natori e Hanihara, 1992,
Rylands et al., 1993. Jacobs et al., 1995, Meireles et al., 1997, Cropp et al., 1999,
Tagliaro et al., 2005 e Araripe et al., 2008). A proposta classica de Hershkovitz (1977)
considerando caracteres morfoldgicos e distribuicdo geografica era de que o trago “face-
cabeluda” (S. midas) seria o mais primitivo e “face-nua” (S. bicolor) o mais derivado.
As filogenias recentes, entretanto, ndo corroboram esta divisdo das espécies de
Saguinus com base na presenga ou auséncia de pélos na face.

Com relagdo ao grupo de espécies da por¢ao mais oriental da Amazonia, nossas
analises mostram estreita similaridade entre S. midas e S. niger e destas com S. bicolor,
o grupo como um todo sendo apoiado por altos valores de suporte estatistico. Contudo,
o relacionamento entre as trés espécies nao pode ser esclarecido, sendo observada uma

politomia.
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O grupo bicolor/midas/niger tem sido muito estudado por abordagens
moleculares, mas o conjunto de dados acumulados at¢é o momento parece ainda
insuficiente para resolver as relagdes de parentesco deste pequeno grupo de espécies.
Canavez et al. (1999), com base em dados moleculares nucleares, sugeriram que S.
midas era mais proéximo de S. bicolor do que esta tltima de S. niger, uma hipdtese com
apoio da biogeografia (S. bicolor/S. midas ao norte e S. niger ao sul do Rio Amazonas),
mas discrepante na morfologia j4 que a maior similaridade entre S. midas e S. niger é
altamente evidente. O estudo de Vallinoto et al. (2006) com sequencias da regido
controle mitocondrial colocou S. bicolor como a espécie mais basal e demonstrou que a
populacdo de S. niger da margem direita do Rio Tocantins era mais similar a S. midas
do norte do Rio Amazonas do que a S. miger da margem esquerda do Tocantins
(interflavio Tocantins-Xingu). J& Araripe et al. (2008), usando sequencias do gene
mitocondrial 16S, confirmaram a posi¢do de S. bicolor como basal e evidenciam a
estreita similaridade entre as populacdes de S. midas e S. niger, mas com padrio

politomico.

4.1.2 — Cebuella/Mico/Callibela/Callithrix

A taxonomia dos calitriquineos até a virada do milénio considerava Callithrix
como sendo formado por dois grupos formalmente definidos: o grupo “jacchus” com
uma distribuicdo geografica na Mata Atlantica, e o grupo “argentata” distribuido na
regido Amazonica. Além de Callithrix, a literatura ja reportava o género Cebuella para a
Amazonia, e recentemente foi descrito um género novo, Callibela (Van Roosmalen e
Van Roosmalen 2003), ambos convivendo simpatricamente com as espécies do grupo

“argentata”.
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E importante enfatizar a problematica taxondmica de Cebuella, pois ela remonta
ha varias décadas. Os primeiros arranjos taxondmicos com base em morfologia
(Rosenberger, 1981; Rosenberger e Coimbra-Filho, 1984; Arden, 1998) ja propunham
que Cebuella deveria ser colocado dentro do género Callithrix. Com o surgimento das
primeiras analises moleculares, a estreita similaridade nucleotidica entre Cebuella e
Callithrix foi confirmada (Schneider et al 2003 e 2006), e a parafilia (Cebuella mais
poximo de “argentata” do que de “jacchus”) ficou evidente (Porter et al., 1997b;
Barroso et al., 1997; Tagliaro et al., 1997; Goodman et al., 1998; Chaves et al., 1999),
desencadeando assim a necessidade de uma urgente revisdo taxondmica para 0 grupo.
Esta revisdo foi feita por um grupo de especialistas das diferentes areas da primatologia,
e apresentada por, Rylands et al (2000), sendo os representantes de Callithrix da
Amazobnia elevados ao nivel de género (Mico) e os da mata Atlantica mantidos como

Callithrix, Cebuella manteve seu status de género.

Com relacdao ao género novo, Callibela, ¢ importante que se diga que ele foi
descrito incialmente como espécie de Callithrix do grupo “argentata” (Callithrix
humilis) por Van Roosmalen et al (1998), e sé posteriormente elevado ao status de
género (Van Roosmalen e Van Roosmalen 2003). Por meio de sequencias de DNA da
regido controle do DNA mitocondrial, e de dados morfolégicos e de comportamento, os
autores que o descreveram demonstraram que este era estreitamente relacionado a

Cebuella e Mico.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam a estreita similaridade de
Callibela com Mico e Cebuella, mas ao contrario de Van Roosmalen e Van Roosmalen
(2003) o colocam mais proximo de Mico (M. argentata e M. emiliae). Essa estreita

relacdo ¢ corroborada pela matriz de distancia, sendo a média da divergéncia genética
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entre Callibela e Mico de apenas 1%, menor do que entre Callibela e Cebuella (1.5%) e
entre Callibela e Callithrix (1.5-2%).

Com base nos achados do presente estudo, apresentamos trés cenarios
taxondmicos possiveis para Cebuella, Callibela e Mico. O primeiro seria o de manter
cada um com seu status de género; o segundo seria propor Cebuella € Mico como
géneros e colocar Callibela como espécie de Mico (M. humilis), conforme a descricao
inicial de Van Roosmalen et al (1998); ja o terceiro cendrio seria de considerar apenas
um género para a Amazdnia, Mico, e colocar Cebuella e Callibela como espécies de
Mico (M. pygmaea e M. humilis). Do ponto de vista de topologia filogenética cada uma
das trés propostas seria aceitavel, mas, com base nas divergéncias nucleotidicas, o
segundo cenario seria 0 mais coerente para este conjunto de dados nucleares: Cebuella
mantido como género, e Callibela como espécie de Mico e ndo como género proprio.
Isto justifica-se no fato de que as divergéncias nucleotidicas entre as espécies de
Callithrix (ver Tabela 6) sao todas inferiores a 1%, o mesmo observado entre Callibela
e espécies de Mico, enquanto que a divergéncia de Cebuella com Callibela e com Mico
sdo maiores do que 1%. Contudo, uma ampla revisdo de dados moleculares ja
publicados, combinada com andlises suplementares de morfologia e biogeografia serdo
necessarias para consolidar (ou refutar) a proposta acima.

Finalmente ¢ necessario chamar a atengdo para um achado em relacdo aos
individuos de Cebuella aqui analisados. Observamos alta divergéncia nucleotidica entre
os dois espécimes (0,6%), maior do que a divergéncia entre M. argentata ¢ M. emiliae
(0,2%). Esta acentuada divergéncia em dados nucleares poderia ser um indicativo da
existéncia de subespécies em Cebuella, algo ja sugerido anteriormente com base em
dados de DNA mitocondrial (Tagliaro ez al., 1997). E importante ressaltar que Cebuella

¢ muito pouco estudado, € que os exemplares usados nas analises moleculares deste e
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dos outros estudos prévios foram obtidas de cativeiro (Centro Nacional de Primatas) e
suas procedéncias eram desconhecidas. Portanto, estes dados preliminares apontam
Cebuella pygmaea como uma espécie a ser criteriosamente investigada no ambito de
sua variabilidade genética populacional e taxonomia.

Em relagdo as arvores de espécie e dos dados concatenados observam-se
algumas pequenas incongruéncias dentro do clado de Callithrix. No entanto, isto se
deve ao fato de que as diferentes analises ndo conseguirem resolver a politomia entre os
diferentes taxons. No entanto, os dados concatenados podem acarretar em
incongruéncias das arvores génicas e de espécie, pois processos como polimorfismo
ancestral causardo ruidos na andlise e o simples concatenamento terd conseqiiéncias
diretas nestas diferentes historias evolutivas. Além disto, a analise de banco de dados
contendo multiplos alelos possui mais informagdo sobre a histéria evolucionaria das
espécies do que somente um alelo (Liu et al., 2007; Liu e Pearl 2007). O teste de Farris
et al. (1994, 1995) (“incongruence length difference”-1LD) ¢ utilizado para avaliar a
hipdotese nula de que caracteres contendo dois ou mais conjuntos de partigdes sdo
tirados aleatoriamente de uma unica populagdo, sendo que neste ¢ considerado que a
populagdo de caracteres refletem uma tnica filogenia e um Unico processo
evolucionario. Nos ultimos anos este teste tem sido alvo de fortes criticas para avaliar a
combinac¢do de dados, pois as homoplasias contidas em um dado banco de dados terdo
fortes conseqiiéncias na arvore final, pois tal topologia ird subestimar os reais ramos
decorrentes dos processos cladogenéticos (Yoder et al. 2001).

O programa Best utiliza o modelo Bayesiano hierarquico para reconstruir
arvores de espécies a partir de dados contendo multiplos alelos, sendo que o modelo
Bayesiano hierarquico multi-alelo ¢ capaz de extrair informacdes para todos os alelos

individualmente das espécies, ¢ fazer inferéncias a respeito da historia ancestral das
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mesmas, visto que, o programa estima a arvore de espécie ignorando o fato de que as
unidades taxondmicas dentro da arvore génica sdo alelos (Liu ef al., 2008).

As anadlises com Alu ndo conseguiram resolver a politomia dentro do clado de
Callithrix. Os calitriquineos da mata Atlantica sdo todos reconhecidos por Vivo (1991)
com base em medidas cranianas e distribuicdo geografica, exceto C. kuhlii, o qual ¢é
considerado mais uma forma de C. penicillata. Para Hershkovitz (1975, 1977) com base
no padrdo de coloracdo da pelagem afirma que C. kuhlii ¢ somente um hibrido entre C.
penicillata e C. geoffroyi, sendo que Rosenberger (1984) também com base na
morfologia propde a classificagdo em nivel de espécie para todos os tdxons do género.

Os dados citogenéticos mostram que as cinco espécies de Callithrix (C. jacchus,
C. penicillata, C. kuhlii, C. geoffroyi e C. aurita) sdo extremamente homogéneas nos
seus cariotipos (Nagamachi et al., 1997). Meireles et al. (1992, 1998), com base em
dados de isoenzimas afirmam que C. geoffroyi ¢ o mais primitivo do género e C.
penicillata e C. kuhlii sdo formas hibridas. Tagliaro et al. (1997), usando sequencias de
DNA mitocondrial, também ndo conseguiram resolver esta problematica taxonomica
entre C. jacchus, C. penicillata e C. kuhlii. Portanto, Callithrix continua sendo um

género que merece ampla investigacao taxonomica com dados moleculares.

4.2-Tempo de divergéncia e Historia Biogeogrdfica

Na ultima década surgiram vérias hipoteses para explicar a alta diversidade de
espécies da regido Amazonica, sendo que os modelos tradicionalmente t€m se
concentrado em eventos vicariantes como as mudangas causadas por instabilidade
climatica no Plioceno-Pleistoceno (teoria dos refligios, a hipotese vicariancia-
distubancia) ou ainda de que os rios serviram de barreiras para diferentes tdxons

(hipotese dos rios) (Haffer 1997). No entanto, recentemente outros modelos t€ém dado
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énfase nos grandes eventos paleogeograficos como formacao dos Andes, fechamento do
Istmo do Panam4, mudangas no nivel do mar e formagdo dos sistemas de rios (Moritz et
al., 2000; Nores 2004; Wesselingh e Salo 2006; Rull 2008; Vallinoto et al., 2009).

Segundo Hershkovitz (1977) Saguinus originou-se no sul da Amazoénia e
posteriormente dispersou para o norte e oeste desta regido. No entanto, Ferrari (1993),
de acordo com a hipdtese do nanismo filético (Leutenneger, 1979), sustenta que os
saguis originaram-se ao norte da bacia Amazonica e dispersaram-se em seguida para
oeste. Outros estudos propdem que os sagiiis dispersaram dentro de duas grandes ondas
de migragdo: uma na dire¢do oeste, a mais importante das distribui¢cdes dos Saguinus de
corpo-pequeno, € outra para o noroeste seguindo na direcdo oeste resultando na
distribuicdo de S. bicolor e S. midas (Cropp et al., 1999). Contudo, tal hipdtese carece
de sustentacdo, pois os resultados deste estudo ndo mostram separagdes estatisticamente
significativas destes dois grupos. Além disso, este estudo, com base na idade do fossil
de Lagonimico (Kay 1994) sustenta que Saguinus surgiu hd aproximadamente 13,5
milhdes de anos. No presente estudo, usando programas baseados em coalescéncia, os
valores obtidos sugerem um tempo de (15,8 milhdes de anos atras) similar ao obtido por
estes autores, assim como por outros trabalhos (Schneider 2000; Opazo ef al., 2006).

As andlises filogenéticas combinadas com os dados de divergéncia aqui
produzidas sugerem que a separagdo entre o clado dos Saguinus de corpo pequeno e
corpo grande ocorreu ha 8,6 milhdes de anos no Mioceno tardio, sendo que num
periodo posterior ocorre a separagao entre os pequenos primatas da Amazonia e o clado
dos calitriquineos da mata Atlantica (6 milhdes de anos atras).

Vale ressaltar que a diversificacdo dos Micos amazonicos parece ser anterior aos
Callithrix da mata Atlantica. O que explica a maior diversificagdo de géneros na

primeira em relagdo a segunda. A diversificacdo dos calitriquineos da mata Atlantica
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tem inicio no Holoceno e devido a baixa resolu¢do na filogenia, assim como a alta
similaridade entre os mesmos em termos de divergéncia, os tempos de separa¢do sdao
completamente sobrepostos. Isto deve indicar um padrdo de irradia¢do rdpida entre os
membros deste grupo que pode ter culminado com a expansdo do cerrado no
Holoceno/Pleistoceno apds um periodo de isolamento deste bioma proximo a floresta
Amazobnica (Pessenda et al., 2001). Mas ¢ bom ressaltar que nossa andlise ndo
contemplou a espécie mais basal do género, C. aurita, o que sugere cautela em
conclusdes definitivas.

O tempo estimado para a maioria das diversificagdes dos diferentes géneros
coincide com a proposta de formag¢do do sistema de bacias hidrograficas da América do
Sul, inundando grande parte da regido durante o periodo que vai da metade até o final
do Mioceno, o qual tem fortes implicagdes na diversidade de varios grupos de
vertebrados (Symula et al., 2003; Noonan e Wray 2006; Santos et al., 2009; Vallinoto et
al., 2009). Contudo, as relagdes dos dados com estas hipdteses devem ser tratadas com
cautela, visto que a presente amostragem ¢ bastante limitada em termos biogeograficos
para fazer correlagdes tdo complexas, pois muitas espécies cripticas vém sendo descritas
ou ainda identificadas nos mais diversos tdxons analisados (Fouquet et al., 2007,
Mauricio et al., 2008; Vallinoto et al., 2009), inclusive dentro do género Saguinus
(Vallinoto et al. 20006).

Da mesma forma, os presentes dados mostram que o tempo de separacdo, assim
como as proprias divergéncias dentro do género Saguinus (variando 0,3 a 4,1%), sdo
muito maiores que as divergéncias entre os quatro diferentes géneros analisados em
conjunto, isto &, Callibela, Mico, Cebuella e Callithrix (variando de 0,2 a 2,5%). Ou
seja, uma nova revisao taxondmica dentro de Saguinus é necesséria para a descricdo ou

ndo de novos géneros.



62

CONCLUSOES

Os resultados mais importantes obtidos através das sequéncias de inse¢des A/u para

os trés géneros da subfamilia Callitrichinae foram:

1.

Ha uma clara separacdo entre os calitriquineneos distribuidos na regiao
Amazodnica (Mico, Callibela e Cebuella) e da Mata Atlantica (Callithrix) com
uma diversificacdo mais antiga nos tdxons da Amazonia;

O género Saguinus € o grupo mais antigo com suas principais especiagdes
ocorridas no Mioceno tardio, além de que, existe uma alta divergéncia genética
dentro desse género, maior que a observada entre diferentes géneros (Mico e
Callithrix 2%, Cebuella ¢ Callithrix 1,8%, Cebuella ¢ Mico 1,4%);

A reconstrucdo filogenética e os dados de divergéncia nucleotidica sugerem que
Cebuella deve ser mantido em seu status de género e que Callibela deve ser
alocado como uma espécie de Mico e nao como género separado;

Os dados concatenados analisados segundo a otica classica ¢ a metodologia de
coalescéncia mostraram algumas incongruéncias. Contudo, em ambas as
analises ndo foi possivel resolver a politomia existente dentro do género

Callithrix.
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ANEXOS

Modelos Evolucionarios:

Modelos calculados para F3F, SF7, SAG39F, SAGI32F, SAG29F e
Concatenados, respectivamente e posteriormente foram submetidos aos calculos de
distancia genética e analises filogenéticas. Para as analises dos bancos F3F, SF7,
SAG39F, SAGI132F e SAG29F foram escolhidos os seguintes modelos TPM3uf
Base=(0.3082 0.1999 0.2607 0.2312) nst=6 rmat=(1.8189 6.8260 1.0000 1.8189 6.8260
1.0000) rates=equal pinvar=0; TrNef+G Base=equal nst=6 rmat=(1.0000 5.8830
1.0000 1.0000 1.8549 1.0000) rates=gamma shape=0.0940 ncat=4 pinvar=0; TPM2+G
Base=equal nst=6 rmat=(5.2366 27.2312 5.2366 1.0000 27.2312 1.0000) rates=gamma
shape=0.1240 ncat=4 pinvar=0; HKY+G Base=(0.3405 0.1904 0.2482 0.2209) nst=2
tratio=1.7011 rates=gamma shape=0.1610 ncat=4 pinvar=0 ¢ TPMIluf Base=(0.3381
0.2160 0.2223 0.2236) nst=6 rmat=(1.0000 1.2342 0.0789 0.0789 1.2342 1.0000)
rates=equal pinvar=0 respectivamente. Para as analises do banco de dados concatenados
total foi escolhido o modelo evolucionario HKI + G com as seguintes caracteristicas
Base=(0.3258 0.2001 0.2424 0.2317) nst=2 tratio=2.1681 rates=gamma shape=0.2540

ncat=4 pinvar=0.






