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Resumo

Os uakaris pretos atualmente possuem trés espécies validas: Cacajao. melanocephalus,
C. hosomi e C. ayresi; que foram propostas apds revisao taxonémica do grupo porém,
nao existe consenso sobre esta classificacdo devido a discordancias sobre a validade de
C. ayresi proposta como sendo espécie nova para o grupo. A discordancia existe devido a
baixa resolucéao filogenética encontrada em relacédo a sua espécie irma, C. hosomi. Neste
sentido, foram testados os limites especificos dos uakaris pretos para validar ou ndo C.
ayresi, com a utilizagdo de filogenia de Citocromo b e sequenciamento de nova geragao
para delimitar linhagens evolutivas e grupos biologicos. Foram utilizadas dez amostras
inéditas de uakaris pretos para uma nova reconstrugao filogenética do Citocromo b e vinte
e uma amostras para o sequenciamento de nova geragado. Todas as amostras utilizadas
na reconstrugao filogenética do Citocromo b se agruparam com suas respectivas espécies
descritas, indicando uma monofilia para este marcador. Os resultados provenientes do
NGS indicam que C. hosomi e C. ayresi formam uma Unica linhagem evolutiva enquanto
que C. melanocephalus forma outra linhagem. Foram encontrados dois grupos biolégicos,
um composto por C. melanocephalus e outro composto C. ayresi e C. hosomi. Os
resultados indicam que C. ayresi e C. hosomi sao espécies distintas pela filogenia do
Citocromo b, seguindo o conceito filogenético de espécies enquanto que os resultados
provenientes do NGS indicam que C. ayresi e C. hosomi formam uma unica linhagem
evolutiva por apresentarem polifilia, ndo sendo classificadas como espécies distintas pelo
conceito filogenético de espécies. As espécies C. ayresi e C. hosomi também se agrupam
em um mesmo grupo bioldgico, indicando compartilhamento do sistema de acasalamento
e por isso classificadas como pertencentes a mesma espécie pelo conceito biologico de
espécies portanto, C. hosomi e C. ayresi ndo podem ser classificadas como espécies

distintas.

Palavras chave: Cacajao, ddRAD, NGS, linhagem evolutiva, grupo biolégico.
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Abstract

The black Uakari currently have three valid species: Cacajao. melanocephalus, C. hosomi
and C. ayresi; proposed after a group taxonomic revision, however there is no consensus
on this classification due to disagreements over the validity of C. ayresi proposed as new
species for the group. The disagreement exist due to the low phylogenetic resolution found
between C. ayresi and its sister species, C. hosomi. In this regard, the specific limits of
black uakaris were tested to validate or not C. ayresi, using the phylogeny of Cytochrome
b and next generation sequencing to delimit evolutionary lineages and biological groups. It
was used ten new samples of black uakaris to building a phylogenetic reconstruction of
Cytochrome b and twenty-one samples for next-generation sequencing. All samples used
in the phylogenetic reconstruction of Cytochrome b were grouped with their respective
described species, indicating a monophyletism for this marker. The results from the NGS
indicate that C. hosomi and C. ayresi form a single evolutionary lineage while C.
melanocephalus form another branch. Two biological groups were found, one composed
by C. melanocephalusand other composed by C. ayresi and C. hosomi. The results
indicate that C. ayresi and C. hosomi are distinct species by phylogenetic Cytochrome b,
following the phylogenetic species concept, while the results from the NGS indicate that C.
ayresi and C. hosomi form a single evolutionary lineage presenting polyphyly and is not
classified as distinct species by phylogenetic species concept. The species C. ayresi and
C. hosomi are also grouped in the same biological group, sharing mating system and thus
classified as belonging to the same species by the biological species concept, therefore C.

hosomi and C. ayresi can not be classified as separate species.

Keywords: Cacajao, ddRAD, NGS, evolutionary lineage, biological group.
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1 INTRODUGAO

1.1. CONCEITO DE ESPECIE

Dentro das areas bioldgicas, espécie é a unidade principal de trabalho, porém
ainda hoje sua delimitacdo nao possui um consenso. O que é uma espécie e quais
critérios sdo necessarios e suficientes para reconhecer uma, tem gerado debate
desde a formulagdo de Mayr (1942) sobre conceito biolégico de espécie.

Este debate continuou até recentemente quando uma nova proposta
prevaleceu sobre as outras, de espécies como linhagens evolutivas (de Queiroz,
1998), agrupando todos os conceitos em um sentido unico. Que critério para
delimitagdo usar, o que é necessario e suficiente para delimitar especies prevalece
pouco claro. Ficou esclarecido as diferengas entre os conceitos de espécies
existentes (o conceito de espécie primaria) e os critérios de delimitagao espécies (os
conceitos de espécie secundarios). O conceito de espécie linhagem generalizada de
de Queiroz (1998) € um conceito de espécie primaria, enquanto o conceito biolégico
de espécies (Mayr, 1942) e filogenético (Cracraft, 1983), dois entre muitos, séo
conceitos de espécies secundarias ou seja, critérios para a delimitacdo das
especies.

Considerando que as espécies surgem pelos processos de especiagao
seguido pela divergéncia, os diferentes conceitos (critérios) focam em diferentes
propriedades, as quais tem tempos médios de surgimento diferentes apds o evento
da especiacdo. Os diferentes conceitos de espécie frequentemente se referem a
diferengas no tempo durante e apds a especiagao (de Queiroz, 2007).

As espécies sdo o resultado de um processo evolutivo seguido pela
divergéncia, sendo assim, espécies podem ser identificadas por caracteristicas
especificas que surgiram de maneira independente nas linhagens apos o evento de
especiacao, como por exemplo, diferengas no sistema reprodutivo, reconhecimento
sexual, diferengas na morfologia (internas e externas) e em comportamento e uso de
nicho. Portanto, para identificar linhagens divergentes e possiveis espécies é
necessario a inclusdo de diferentes informagdes (Padial et al., 2010). Porém, parte

dos problemas observados em tentar diferenciar linhagens evolutivas ocorre pela
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baixa quantidade de informag¢des geradas, ou seja, possuem poucos dados para
esclarecer as relagdes entre as linhagens.

Fleagle (2014) indica quais sao os principais conceitos utilizados dentro da
Primatologia, o Conceito Biologico de Espécies continua tendo aceitagao por alguns
autores, enquanto o Conceito Filogenético de Espécies (Cracraft, 1983), possui boa
aceitacdo, mas o que prevalesse € o Conceito Geral de Espécies (de Queiroz, 2007)

que é indicado sendo o mais lucido (Groves, 2014).

1.2. UAKARIS PRETOS

Os uakaris pretos sdo macacos do novo mundo, pertencentes a familia
Pithecidae, sendo os unicos da familia a apresentar cauda curta e adaptagdes para
a predagao de sementes (Hershkovitz, 1897; Boubli et al., 2008). S&o primatas de
médio porte (3 - 4 kg), restritos a bacia do rio Negro e rio Orinoco/Cassiquiari
(Boubli, 1999). Vivem em grupos sociais muito grandes de até 100 individuos com
uma area de vida muito extensa chegando até a 1.500 ha (Boubli, 1993).

Hershkovitz (1987), revisou a taxonomia do género Cacajao e reconheceu
duas espécies e seis subespécies para o género, destas, quatro subespécies foram
encontradas dentro de uakaris brancos, sendo: Cacajao calvus calvus, C. c.
rubicundus, C. c. ucayalii, C. c. novaesi e duas dentro de uakaris pretos, C.
melanocephalus melanocephalus ocorrendo no Brasil e C. m. ouakary, restrita a
Venezuela.

Embora Hershkovitz, (1987) tenha reconhecido duas subespécies, a
subdivisdo dos uakaris pretos ja havia sido proposta anteriormente por Hernandez-
Camacho e Cooper (1976) tendo Hershkovitz (1987) simplesmente mantido o
arranjo proposto por estes autores. Esta divisdo € suportada por dados filogenéticos
inferidos por citocromo b, corroborando a separagcado geografica das subespécies e
diferengas morfolégicas (Boubli et al., 2008; Figueiredo-Ready et al., 2013).

A divisdo dos uakaris pretos de acordo com Hershkovitz (1987) se manteve
até nova revisdo taxondmica proposta por Boubli et al., (2008) baseado em

evidencias morfolégicas, ecoldgicas, distribuicado geograficas e filogenia molecular.
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Estes autores propuseram uma reorganizagéo da taxonomia deste grupo, elevando
os taxa anteriores a espécies e incluindo a descricdo de uma terceira espécie
proveniente do rio Araca, Cacajao ayresi, nome dado em homenagem ao
pesquisador José Marcio Ayres que realizou o primeiro estudo sobre a ecologia dos
uakaris brancos na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel, Mamiraug,
Amazonas, Brasil.

Boubli et al. (2008) reinterpretaram a origem do tipo de uakari preto descrito
por Humboldt em 1801 e sinonimizaram melanocephalus e ouakary, com isso, 0S
uakaris pretos da regido do Pico da Neblina no Brasil, ficaram sem nome disponivel
tendo estes autores atribuido novo nome para este tdxon, hosomi, palavra da lingua
Yanomami para uakari preto. Desta forma, Boubli et al. (2008) propuseram trés
espécies validas: C. melanocephalus, C. hosomi e C. ayresi.

A distribuicdo geografica de C. melanocephalus seria delimitada ao sul pelos
rios Solimdes e Japura, no Brasil, a oeste pelo rio Apaporis e montanha de La
Macarena na Colémbia, ao norte pelo rio Guaviare também na Colémbia, rio Negro e
Canal Cassiquiari no Brasil e rio Orinoco, na Venezuela (Boubli, 1993; Boubli et al.,
2008) (Figura 1). Este taxon apresenta variagcdo em sua coloragdo (Figura 2),
apresentando trés faixas de cores, sendo que na cabega e membros superiores a
espéecie apresenta uma coloragao preta variando para amarelada a partir da regiao
escapular até os quadris e se tornando marrom avermelhada nos membros
inferiores e voltando a cor preta no final dos membros inferiores e ponta da cauda,
seu peso varia entre 1.900 a 2.600 g.

Por sua vez, a espécie Cacajao hosomi é limitado ao sul e oeste pelo rio
Negro, pelo rio Marauia no leste (Brasil), e pelo canal de Cassiquiare e rio Orinoco
ao norte (Venezuela) (Figura 1). Essa espécie possui coloragao variando de preta na
cabega e membros superiores a marrom avermelhada a partir da regiao escapular
(Figura 2), retornando a cor preta na ponta dos membros inferiores e ponta da
cauda. E considerada a maior espécie dos uakaris pretos com peso médio variando
de 3.100 a 4.500 g (Boubli et al., 2008).
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Figura 1 - Mapa da da distribuicdo geografica das trés espécies de uakari preto. Poligonos indicando
os limites de distribuicdo. C. hosomi em amarelo, C. ayresi em marrom e C. melanocephalus em

vermelho (IUCN), area indicado por ?, provavel area de C. melanocephalus porém, sem confirmacao.

Figura 2 — Variagdo na coloragdo das espécies de uakaris pretos: 1 - C. Melanocephalus; 2 - C.

Hosomi; 3 - C. ayresi.
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Cacajao ayresi habita uma pequena area que abrange a bacia do rio
Curunduri e areas adjacentes (Figura 1). A espécie também possui coloragéo
variando entre preta e marrom avermelhada e quebra da coloragdo na regiao
escapular, porém a coloragao na regiao marrom avermelhada nao é uniforme como
em C. hosomi, possuindo pelos com as pontas enegrecidas, assim, destacando uma
clara diferengca morfolégica entre as duas espécies (mais escura que C. hosomi)
(Figura 2) (Boubli et al., 2008).

A separagao entre as espeécies que ocupam a mesma margem do rio Negro,
C. hosomi e C. ayresi, foi proposta por uma barreira, imposta por exclusdo
competitiva, pela espécie Chiropotes israelita (cuxiu), impedindo assim o contato
entre as duas espécies de uakaris (Boubli et al., 2008). Uakaris e cuxius ocupam
nichos ecoldgicos similares, portanto, se excluiriam ecologicamente (Ayres, 1989).

De acordo com Boubli et al. (2008), C. ayresi é encontrado principalmente em
areas de igapd e buritizais, enquanto a espécie C. hosomi €& encontrado
principalmente em areas de terra firme podendo inclusive chegar a altitudes
superiores a 1.500 m no macigo do Pico da Neblina e C. melanocephalus
essencialmente ocupa areas de igapé na margem direita do rio Negro.

Apesar da nova proposta para delimitar os taxons (Boubli et al., 2008), a
diferenciagao genética entre C. ayresi e C. hosomi foi questionada por Ferrari et al.
(2014), que consideraram baixa a diferenciacdo genética encontrada entre os dois
taxons (0,5 %). Ferrari et al. (2014) se baseiam também em dados morfologicos e
zoogeograficos para delimitar somente uma unica espécie existente em cada lado
do rio Negro, porém elevando as subespécies de uakaris pretos ao status de
espécie, C. ouakari na margem direita do rio Negro e C. melanocephalus na margem
esquerda com uma subespécie, C. m. ayresi.

A proposta de Boubli et al. (2008) se suporta no argumento de que a
separagao dos taxons ocorreu em uma escala evolutiva muito recente (0,5 a 0,3
milhdes de anos) e que por isso os niveis de divergéncia genética seriam baixos.
Conforme os dados de Citocromo b utilizados por Boubli et al. (2008), C. ayresi
apresenta um caractere diagnostico em relagdo a C. hosomi na posi¢ao 909 do
Citocromo b, uma transigdo de uma citosina, onde C. hosomi apresenta uma timina.

Adicionalmente, C. ayresi apresenta um caractere exclusivo (timina) no sitio 720 em
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relagéo a todas as outras espécies do género que apresenta uma citosina na mesma
posicao.

Figueiredo et al. (2013) baseados em sequéncias de Citocromo b, também
nao suportaram a espeécie C. ayresi, por estar aninhada dentro do grupo de C.
hosomi. Nesse trabalho, uma das amostras classificada como C. hosomi coletada no
rio Curunduri, limite da distribuigdo de C. ayresi, apresentou-se como grupo irmao de
C. ayresi, tornando assim C. hosomi parafilético ou anulando C. ayresi como uma
espécie valida. A amostra utilizada pelos autores provem de material antigo de
museu, sendo assim a sequéncia obtida pelos autores apresentaram ‘missing data’ o
que é um problema quando usadas em analises filogenéticas de espécies com
divergéncia recente.

Apesar das criticas, as novas argumentagdes levantadas (Figueiredo et al.,
2013; Ferrari et al., 2014) n&do trazem nenhuma informag&o nova sobre as relagdes
filogenéticas dos uakaris pretos. Situagcdo similar foi observada em uma recém
descrita espécie de anta, Tapirus kabomani (Cozzuol et al., 2013) que recebeu
criticas de sua real existéncia (Voss et al., 2014) e levantando a contestagcédo de qual

informacgéao seria necessaria para delimitar uma nova espécie (Cozzuol et al., 2014).

1. 3 NOVAS ABORDAGENS - NEXT GENERATICON SEQUENCING (NSG)

O desenvolvimento do sequenciamento de préxima geracéo (Next Generation
Sequencing — NGS) permite a obtengao de enorme quantidade de sequéncias e loci,
com velocidade, precisdo e custo reduzido. Estas novas abordagens estado
revolucionando a geragdo de sequéncias e a descoberta de polimorfismos de
nucleotideos unico (single nucleotide polymorphisms - SNPs) ao longo de todo o
genoma (Helyar et al., 2011), que sao variagdes em apenas uma base na sequéncia
do DNA. A utilizacdo de NGS para a obtencdo dos marcadores moleculares SNPs
chega a ser da ordem de milhares e estas variagbes de DNA entre individuos podem
ser usadas para inumeros fins, como exemplo em nivel populacional (Hohenlohe et
al., 2010, 2011, 2012).

Esta grande quantidade de informagbes proporcionaram a expansao dos
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estudos no ambito da genbmica populacional que agora permitem o
desenvolvimento de estudos em organismos ndo modelo (Helyar et al., 2011). Estes
estudos permitiram explicar o encontro de adaptagdes paralelas (Hohenlohe 2010;
2012) e hibridizagdo entre espécies de peixes (Hohenlohe, 2011), e agora estao
possibilitando estudos em escala filogenémica, definido como o estudo das relagdes
evolutivas baseados em analises comparativas de dados em escala genémica (Chan
e Ragan, 2013).

Como parte dos problemas observados em tentar delimitar linhagens
evolutivas sdo relacionados a baixa quantidade de informagbes geradas, a
filogendmica surge como uma nova ferramenta com capacidade para resolver as
relacbes entre os taxons (Prasad et al., 2008; Philippe et al., 2009, Cariou et al.,
2013) em virtude da geracdo de uma enorme quantidade de dados representativos
de todo 0 genoma do organismo e nao apenas de regides especificas.

Os poucos estudos com filogenbmica, estdo apresentando expectativas
animadoras em resolver problemas filogenéticos em escala fina e possibilitando o
esclarecimento das relagdes entre as linhagens evolutivas divergentes. Esta nova
abordagem permitiu, por exemplo, resolver problemas filogeograficos prévios em
mosquitos da espécie Wyeomyia smithii da América do Norte, problema este nao
resolvido com dados de citocromo oxidase | (COIl) (Emerson et al., 2010).

Recentemente, os dados NGS conseguiram suportar a monofilia das espécies
dos ciclidios do Lago Vitéria (Wagner et al., 2013) que por muito tempo ficou mal
esclarecida, mostrando assim que a técnica permite resolver filogenias dificeis em
grupos com divergéncias recentes (< 15 mil anos) assim como identificar evolugao
reticulada em peixes do género Xiphophorus da familia Poeciliidae (Cui et al., 2013).

Analises genbmicas praticamente resolveram a filogenia de macacos do novo
mundo (Perelman et al., 2011). Entretanto, as relacbes das espécies dentro dos
géneros, nao foram resolvidas para a maioria dos taxons.

Sendo assim, no presente trabalho, reexaminamos as hipoteses taxonémicas
de Hershkovitz (1987) e Boubli et al. (2008) utilizando dados do Citocromo b e
sequenciamento de nova geragdo para as espécies Cacajao melanocephalus, C.
hosomi e C. ayresi, o que permitira melhorar a delimitacdo entre as linhagens

evolutivas com divergéncia recente. Além disso, a abordagem filogendmica auxiliara
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delimitar de maneira mais refinada as relagdes filogenéticas entre as trés espécies e
confirmar ou ndo o status de espécie para C. ayresi.

Também usamos a abordagem da gendmica populacional com utilizacdo de
marcadores SNPs, uma abordagem nova para os uakaris pretos, ja que nunca foram
utilizadas informagdes a niveis populacionais para delimitar grupos biolégicos, desta
forma procurando a existéncia de compartilhamento de sistema de acasalamento

entre os individuos de C. ayresi e C. hosomi.

2 OBJETIVOS

2.1. GERAL

Testar os limites especificos das espécies de uakaris pretos validando ou nao
a espécie Cacajao ayresi por meio de dados do citocromo b e de sequenciamento

de nova geracgao.

2. 2. ESPECIFICOS

1) Realizar uma nova reconstrugéo filogenética com o citocromo b, com maior
numero de amostras, com o intuito de aumentar a compreensao das relagdes entre
as espécies.

2) Verificar a formagao de grupos biolégicos distintos dos individuos de C.
ayresi em relagdo as outras espécies irmas, C. hosomi e C. melanocephalus com
dados de sequenciamento de nova geracgao.

3) Inferir se os individuos de C. ayresi formam uma linhagem evolutiva independente

de C. Hosomi.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM

Foram utilizadas vinte e uma amostras de tecido muscular fresco, estas
compostas por cinco espécimens de C. ayresi, quatro de C. hosomi, onze de C.
melanocephalus e uma de C. calvus rubicundus para o sequenciamento de proxima
geragao (Tabela 1, Anexo 1, Figura 3) e dez novas amostras para filogenia do
Citocromo B com a utilizagdo de amostras depositadas no GenBank (Tabela 1,
Anexo 1, Figura 4). As amostras de tecido foram provenientes de coletas
anteriormente realizadas por Boubli e em expedicdes do projeto SISBIOTA —
BIOPHAM realizadas no municipio de Santa Isabel do Rio Negro e Japura,
Amazonas. Estas amostras encontram-se depositadas na Colegcao de Tecido do
Laboratério de Evolugdo e Genética Animal (LEGAL) na Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e na colecdo de mamiferos do Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazénia (INPA).

-74 - -68 -65 -62

Figura 3 - Mapa de distribuicdo das espécies de uakaris preto e da amostragem utilizada para a
filogenia do Citocromo B no presente trabalho. Os pontos corresponde aos locais de coleta e os
poligonos as areas de distribuicdo da espécie segundo a IUCN, sendo vermelho correspondente a

distribuicdo da espécie C. melanocephalus; vermelho, C. hosomi em amarelo , C. ayresi em marrom.
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Figura 4 - Mapa de distribuicdo das espécies de uakaris preto e da amostragem utilizada para o
sequenciamento de préxima geragdo no presente trabalho. Os pontos corresponde aos locais de
coleta e os poligonos as areas de distribuicdo da espécie segundo a IUCN, sendo vermelho
correspondente a distribuicdo da espécie C. melanocephalus em vermelho, C. hosomi em amarelo e

C. ayresi em marrom.

3.2 EXTRAGAO DO DNA

Os procedimentos laboratoriais foram realizados no Laboratério de Evolugao
e Genética Animal (LEGAL) na Universidade Federal do Amazonas (UFAM). A
extracdo do DNA gendmico total procedeu conforme o método CTAB 2% (Doyle e
Doyle, 1987). Foram utilizados aproximadamente 3 a 5 mg de tecido fresco, que
foram incubados para a digestdo com auxilio de 500 pL de tampéo de lise CTAB 2%
e 15 uL de proteinase K (10 mg/mL). Apds a digestdo, foram realizadas lavagens
com 500 pL de cloroféormio - alcool isoamilico (24:1), posteriormente o DNA foi
precipitado com 500 pL de etanol absoluto, seguido com 500 pL de etanol 70 % e
ressuspendido em 50 uL de agua ultrapura.

A integridade e pureza do DNA assim como sua concentracdo foram

checadas em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) para posterior dilui¢ao.
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3.3. SEQUENCIAMENTO DO DNA MITOCONDRIAL CITOCROMO B

O gene mitocondrial citocromo b foi amplificado pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para as dez amostras cujas sequéncias ndo constavam depositas
no GenBank.

Foram realizados duas PCRs para cada amostra com auxilio de primers
internos com sobreposi¢cao, com a finalidade de otimizar o tamanho do fragmentos
gerados. Os primers utilizados na primeira reagado foram os primer forward L14725
(5'- CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG - 3') (Kocher et al., 1990) em
conjunto com o primer Gina 538 reverse (5'- AGGCAAGATAAAGTGGAAG - 3')
(Figueiredo, 2013). Para a segunda reagao de PCR, foram utilizados os primers
forward Jeff — 353 (5'- TTTTATTACTTACAACTATAGC - 3') (Figueiredo, 2013) junto
com o reverse H15915 (5' — AACTGCAGTCATCTCCGGTTTACAAGAC - 3') (Irwin et
al., 1991).

O volume final do PCR foi de 15 uL, contendo 6,2 uL de agua ultrapura, 1,2
uL de dNTP (2,5 mM), 1,8 uL de MgCl, (25 mM), 1,5 pL de tampéo 10 X, 1,5 uL de
primer forward e reverse (2 pmol), 0,3 yL de taq DNA polimerase (1 U/uL) e 1 pL de
DNA (30 ng/pL).

As condigbes de ciclagem seguiram as seguintes condi¢des: um ciclo de
desnaturagdo inicial a 95 °C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 48 °C por 30 segundos,
extensao por 72 °C por 1 minuto e para finalizar um ciclo de extensao final a 72 °C
por 5 minutos.

As amplificagbes foram checadas via eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com GelRed™ (Biotium, Inc.) e purificados com uma solugdo de
Exonuclease | e Fosfatase alcalina de camardo (ExoSap-IT®) (USB Corporation)
(Fermentas) (Werle et al., 1994).

Apoés a purificagdo, os fragmentos de PCR foram sequenciados com uma
reacao de 4,4 pL de agua ultrapura; 1,3 uL de tampé&o de sequenciamento 5X; 0,3 uL
de BigDye Terminator v 3.1 (Applied Biosystems®); 2,0 uL dos primers forward e
reverse e 2,0 uyL do produto de PCR purificado (20-50 ng/uL). As reagdes de

sequenciamento seguiram as recomendacgdes indicadas pelo fabricante com a
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temperatura de anelamento de 50 °C (Platt et al., 2007). Posteriormente os produtos
sequenciados foram purificados com a adi¢ao de 2,5 pL de EDTA (125 mM) e 30 pL
de alcool absoluto e entdo resuspendidos em Hi-Di™ formamida e injetado em

sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems®).

3.4. PREPARAGAO DA BIBLIOTECA GENOMICA

Para a construgdo da biblioteca gendmica foi utilizada a técnica de ddRADseq
(double digest restriction-site-associated DNA) (Peterson et al., 2012), que faz uso
de duas enzimas de restricdo, sendo uma de corte raro e outra de corte frequente,
com o objetivo de padronizar e otimizar o tamanho dos fragmentos gerados. Esta
etapa sofreu algumas modificagbes para ser utilizado na plataforma lon Torrent™.

Para essa etapa, foram utilizadas os DNAs das 21 amostras das espécies C.
ayresi, C. hosomi, C. melanocephalus e C. calvus rubicundus. O processo de
digestao do DNA, ocorreu de forma individual em um volume final de reacao de 50
ML. Foram utilizados 4,0 uyL de DNA (totalizando 200 ng), que foram digeridas com
0,1 pL (1 U) das enzimas de restricdo (Thermo Scientific) Sdal (corte frequente) e
Csp6l (corte raro), respectivamente. Essas enzimas criam pontas coesivas em
ambas as extremidades das moléculas de DNA digerida, que permitem a ligagao aos
adaptadores.

O adaptador P1 (comum a todas as amostras), utilizado 2,0 ul (0,1 uM), se
liga a ponta gerada pela enzima Sdal e o adaptador AY 2,0 ul (5 uM) (barcode unico
de cada amostra), 2,0 uL, se liga a ponta gerada pela enzima Csp6l. Estes
adaptadores se ligam inicialmente por pontes de hidrogénio a molécula de DNA
digerida. A enzima T4 ligase 0,5 ul (5 U), permite a ligacao fosfodiester com o auxilio
de 0,5 ul ATP (5 mmol) e 5 pyl Tampao Tango 10X.

Este processo de digestdo e ligagdo ocorre de forma simultanea. Apds a
digestdo, os adaptadores que possuem um nucleotideo alterado em suas
sequencias, se ligam a molécula de DNA e desta forma alteram o sitio de
reconhecimento de corte das enzimas, sem ocorrer ligagao e digestdo simultanea.

As condi¢des do tempo de digestdo foram de 37 °C durante 90 minutos, para a
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realizagéo do processo de digestdo do DNA pelas enzimas e posterior desnaturagéo
destas a 68° durante 15 minutos.

Apos a digestao foi realizado um PCR teste para a verificagdo do
funcionamento da digestdo. A PCR foi realizada em um volume final de 15 pL
contendo 5.25 yL de H20, 1.5 yL de NH4SO,4 10X, 1.5 pyL do primer P1 (2 mM), 1.5
ML do primer A-amp (2 mM), 1.5 yL BSA (Bovinum Serum Albumin), 1,5 uyL dNTPs
(10 mM), 1.5 pl MgCl; (25 mM), 0,35 ul da tag DNA (1 U) polimerase e 1 yL de DNA
digerido. As condi¢cées do PCR foi de um ciclo inicial a 94 °C por 2 minuto seguido
por 35 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 55 °C por 35 segundos e 68 °C por 1 minuto
e 30 segundos com ciclo unico e final de 68 °C por 1 minutos e 30 segundos. As
amplificagdes foram checadas via eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
GelRed™ (Biotium, Inc.). Posteriormente, foi realizado a etapa de enriquecimento.

Cada uma das amostras digeridas contribui para a geragao de cinco PCRs
distintas com finalidade de aumentar numero dos fragmentos de DNA que realizaram
somente a ligagdo com os adaptadores P1 e AY.

Na etapa de enriquecimento as condi¢gdes de PCR ocorreram em volume final
de 25 pL, sendo 12.4 yL de H;0, 2,0 yL MgCl, (25 mM), 2.0 yL dNTPs (10 mM), 2.5
ML de tampao NH,SO, 10X (Fermentas), 2.5 uL de primer P1 (2 mM), 2.5 pL de
primer A-amp (2 mM), 0,1 uL de Taq (0,5 U Klentag DNA Polymerase Technology) e
1 L de DNA digerido. As reagdes de PCR ocorreram em um ciclo inicial de 68 °C
por 1 minuto seguido por 18 ciclos iniciando a 93 °C por 10 segundos, 52 °C por 35
segundos, 68 °C por 1 min e 30 segundos e um ciclo final e unico de 68 °C por 7
minutos.

Apoés o término, cada uma das cinco amostras de PCR foram agrupadas em
um unico tubo para totalizar um volume final de 100 yL. Estas amostras foram
purificadas em coluna do kit lllustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification kit (Ge
Healthcare Life Science, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

Posteriormente todas as amostras contribuiram de forma equimolar para a
formagdo de um pool gendmico em um unico tubo, estas foram designadas para
corte e selegcdo dos fragmentos alvos a serem sequenciados. Estes sao definidos
por modelos computacionais que levam em consideragdo um genoma completo

como referéncia, sendo que no nNosso caso, N0S usamos 0 genoma das espécies
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Callitrix jaccus e Saimiri boliviensis, espécies filogeneticamente préximas,
depositadas no GenBank.

Esta relagdo do tamanho do genoma e corte das enzimas indicou a selegao
dos fragmentos a serem utilizados indicando o modelo de corte range com tamanho
dos fragmentos variando entre 350 — 450 pb, esta etapa foi realizada no seletor de
fragmentos em gel de agarose 2 % Pippin Prep (Sage Science).

Nesta etapa é importante selecionar o tamanho correto dos fragmentos para
produzir fragmentos em tamanho 6timo compativeis com a capacidade da geragao
de dados do chip utilizado no sequenciador, ja que se perde informagdes com
fragmentos maiores ou menores.

Apods a construgdo da biblioteca foram seguidas as recomendacgdes dos
fabricantes para o sequenciamento no sequenciador lon Torrent (PGM, Life
Technologies) com a utilizagdo do kit de sequenciamento 318 lon PGM chip de 400
pb.

3.5. ANALISE DOS DADOS

3.5.1. ANALISES DOS DADOS DO DNA MITOCONDRIAL

Para a construcdo da filogenia com o gene citocromo b, utilizamos
sequéncias de trabalhos prévios depositadas no GenBank (Boubli et al. 2008; 2015;
Figueiredo-Ready et al., 2013) e as sequéncias geradas no presente estudo,
totalizando 41 sequéncias (Tabela 1, Anexo 1).

Os eletroferogramas foram importados para o programa Geneious 6.1.7
(Kearse et al., 2012) e as sequéncias consensos foram geradas. Cada sequéncia
consenso foi traduzida in silico, quando apropriado e posteriormente editada e
alinhada. Para essa etapa, nos incluimos as 10 amostras sequenciadas no presente
estudo com total de 1095 pb, juntamente com amostras depositadas no GenBank.

Para encontrar o melhor modelo molecular de substituicdo a ser usado na
reconstrugao filogenética, foi utilizado o programa JModeltest 2.1.5 (Darriba et al.,
2012), que indicou HKY 85 (Hasegawa et al., 1985), como melhor modelo.

A reconstrucado filogenética pelo método de maxima verossimilhanga foi
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realizada no programa PHYML (Guindon e Gascuel 2003) utilizando bootstrap de
1000 replicas, um método que consiste em um algoritimo simples que ajusta as
topologias das arvores e comprimento dos ramos simultaneamente. Este algoritmo
comega de uma arvore inicial construida por um rapido método baseado em
distdncia e modifica esta arvore para melhorar sua probabilidade a cada iteragao.
Devido aos ajustes simultdneos na topologia e comprimento dos bragos, somente
poucas interagcbes sao suficientes para atingir o 6timo (Guindon e Gascuel 2003).
Foram utilizadas as espécies Chiropotes chiropotes, Chiropotes utahicki, Cacajao

calvus rubicundus e Cacajao calvus calvus como grupos externos.

3.5.2 ANALISES NGS

Para esta etapa foi utilizado o programa pyRAD (Eaton, 2014), desenvolvido
para analises a nivel populacional e filogenético. Este programa € um pipeline que
agrupa alinhamentos de novo para RADseq /loci com a aplicabilidade de uso para
diferentes técnicas de preparo de bibliotecas genémicas.

Este programa separa inicialmente os RADseq de cada individuos por
barcode e, posteriormente, realiza alinhamento de novo (sem genoma de referéncia)
procurando sequencias ortdlogas segundo padrdo de similaridade de 88%, sendo
que cada alelo deve ter uma cobertura minima de sete leituras (sequencias).

Posterior a construgcao de loci de novo o pipeline realizou a construgao de
sequencia concatenadas unicas por individuo as quais sdo homologas entre elas e a

realizacdo de uma matriz de SNPs nao ligados para analises populacionais.

3.5.3. RECONSTRUGAO FILOGENETICA

A construcao filogenética dos RADseq para as sequencias concatenadas foi
construida no programa PhyML implementado no programa Geneious, com a
utilizacdo de 1000 réplicas de Bootstrap e suporte pelo modelo evolutivo
Shimodaira-Hasegawa (1999) com a utilizacdo de C. calvus novaesi como grupo

externo.
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3.5.4. GRUPOS BIOLOGICOS

Para determinar a existéncia de grupos bioldgicos distintos entre C. ayresi, C.
hosomi e C. melanocephalus foi utilizada uma abordagem Bayesiana de
agrupamento probabilistico em um modelo em que ha K populag¢des, cada uma das
quais é caracterizada por um conjunto de frequéncias alélicas em cada locus
(Pritchard et al., 2000). Esta abordagem permite atribuir individuos as populagdes
com base em seus genotipos multilocos e estima simultaneamente a frequéncia dos
alelos nas populagdes. Este método pode ser aplicado a diversos marcadores como
por exemplo SNPs (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003).

No caso dos uakaris, ocorrera a busca das frequéncias alélicas de casa
individuo para cada locus na tentativa de diminuir o desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg com objetivo de determinar a existéncia de grupos bioldgicos (Falush et al.
2003) utilizado os modelos de mistura (admixture model) e de frequéncias alélicas
correlacionadas entre populagdes (correlated allele frequencies).

O admixture model, permite que cada individuo possa apresentar uma
caracteristica genética ndo necessariamente exclusiva a apenas uma populagéo
biolégica, uma vez que esses organismos podem trazer consigo uma heranca
genética de ancestrais recentes derivados de mais de uma populagédo bioldgica
(Falush et al., 2003).

O correlated allele frequencies, assume que as frequéncias alélicas em
populacbes proximamente relacionadas devem ser similares, sendo ele capaz de
identificar populagbes que sao subestruturadas uma vez que a estrutura
populacional gera desequilibrio de ligagcéo (Falush et al. 2003). Todos esses modelos
foram entdo implementados no programa STRUCTURE versao 2.3.4 (Pritchard et al.
2000; Falush et al. 2003; Falush et al., 2007).

Para cada valor de K testado, foram realizadas 1.000.000 réplicas sob o
algoritmo Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC) com valores de corte (burn-
in) de 100.000 permutacdes. Os outputs produzidos foram importados dentro do
programa STRUCTURE HARVESTER 0.6.92 (Earl e VonHoldt, 2012), onde os
dados obtidos foram sumarizados. Atribui cada individuo sua composi¢cao genética

no programa CLUMP 1.1.2 (Jakobsson & Rosenberg, 2007), que avalia a
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similaridade de tais resultados e produz uma matriz final dos dados.

Tal matriz foi analisada dentro do programa DISTRUCT 1.1 (Rosenberg,
2004), onde foi elaborada a representagao grafica dos mesmos. O valor de K
escolhido foi aquele maximizado pelo modelo log-likelihood (log(P(X/K)), por esta ser
frequentemente a melhor escolha para o numero de populacdes de acordo com os
modelos testados (Falush et al. 2003).

4. RESULTADOS

4.1. RECONSTRUGAO FILOGENETICA COM O GENE CITOCROMO B

Os resultados da reconstrugao filogenética do citocromo b mostram a
existéncia de uma monofilia reciproca existente entre as trés espécies estudadas
(Figura 4). Para isso deve-se excluir a amostra duvidosa portadora de “missing data”
causadora da parafilia, MPEG 8991.

A espécie C. melanocephalus teve maior representacdo com vinte uma
sequéncias utilizadas destas, sete novas sequencias incluidas aumentando a
distribuicdo da amostragem na filogenia com individuos do alto rio Japura e todos os
individuos utilizados se agrupam com alto valor de suporte. Na margem esquerda
sado encontradas as espécies C. hosomi com oito sequéncias, sendo uma sequéncia
nova e C. ayresi com sete sequencias, duas novas, todas sequéncias se agrupam

em seus respectivos grupos taxonémicos.
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Figura 5 — Arvore filogenética de verossimilhanga do Citocromo b representando as linhagens
evolutivas encontradas. Cacajao melanocephalus em vermelho, Cacajao hosomi em amarelo e
Cacajao ayresi em marrom indicando a monofilia do grupo com a exclusado da amostra MPEG 8991

de qualidade inadequada.

4.2. FILOGENOMICA

A construgao filogenética com a utilizagdo dos RADseq, foi realizada com a

utilizagdo de 626 loci RADseq, destes 1.235 sendo sitios variaveis e 568
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parcimoniosos. Os resultados indicam a existéncia de duas linhagens distintas para
as trés espécies estudas, com >95% de valor de bootstrap. Foi delimitada uma
linhagem na margem direita do rio Negro composta pelos onze individuos de C.
melanocephalus, e na margem esquerda uma linhagem que agrupa os quatro
individuos da espécie C. hosomi junto com os cinco individuos da espécie C. ayresi
(Figura 6).

C. calvus rubicundus - INPA5241

——C. melanocephalus - INPA5238
0.969 |——C. melanocephalus - CTGA98
——C. melanocephalus INPA5239
——C. melanocephalus CTGA5705

——C. melanocephalus - CTGA5665
L { C. melanocephalus - CTGA65

——C. melanocephalus - CTGAT775

C. melanocephalus - CTGA5663

] —C. melanocephalus - CTGA756
—C. melanocephalus - CTGA757
——C. melanocephalus - CTGA5240
C. hosomi - JPB163 ]
C. hosomi - INPA5242
C. hosomi - CTGA5698
—C. ayresi - CTGA5667
C. hosomi - CTGA5716
C. ayresi - INPA5247

C. ayresi - INPA5248
—C. ayresi - CTGA5666
—C. ayresi - CTGA5246

C. melanocephalus

0.999

C. hosomi + C. ayresi

0.03
Figura 6 — Arvore filogenética de verossimilhanga de RADseq representando as linhagens evolutivas
encontradas. Cacajao melanocephalus em vermelho, suportada por 0,969. Cacajaoc hosomi e

Cacajao ayresi em amarelo indicando um grupo polifilético com 0,999 de valor de suporte.
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4.3 GRUPOS BIOLOGICOS

Os resultados foram construidos a partir de uma matriz de SNPs de 477
SNPs nao ligados. Foram testados K=5, o que melhor representa a formacao de
grupos biologicos foi de K=2 (Figura 6), indicados pelos valores de probabilidade
posterior InPr=-2324.23 (Figura 7). Os resultados dos grupos biolégicos indicam que
as trés espécies estudadas se agrupam em dois grupos biologicos distintos, cada
grupo ocupa uma margem do Rio Negro, sendo este barreira para os grupos. Os
onze individuos indicados pertencentes a espécie C. melanocephalus formam um
grupo biolégico, ocupando a margem direita, enquanto que os quatro individuos
indicados serem C. hosomi e os cinco individuos indicados como C. ayresi, formam
um grupo biolégico na margem esquerda, o grupo da margem esquerda compde as
duas espécies, indicios da existéncia de compartihamento de sistema de
acasalamento.

Dois individuos do grupo biolégico da margem esquerda, classificados como
C. hosomi, sao hibridos (individuos que possuem acima de 5% do seu genoma
proveniente de outra espécie). Estes possuem mistura genética com o grupo
biolégico da margem direita composto por C. melanocephalus. Estes resultados
indicam a possibilidade de quebra de barreira nas cabeceiras do Rio Negro e
provavel existéncia de uma area de contato com uma zona de hibridizagcédo entre os

dois grupos biolégicos.

C. melanocephalus C. hosomi C. ayresi

Figura 7 — Grupos biolégicos encontrados. Em vermelho C. melanocephalus forma um grupo, em

amarelo C. hosomi e C. ayresi, formam outro grupo bioldgico.

30



L(K) (mean +- sD)

—1000 |

—2000 |

—3000 |

—4000 |

Mean of est. Ln prob of data

—5000 |

3
K
Figura 8 - Resultado do indicando k=2, como a melhor probabilidade para explicar os dados. A
vertical mostra a média da estimativa da distribuicdo das probabilidades dos dados e a horizontal

numero de clusters testados (k) e o desvio padréo (SD) da probabilidade média.

5. DISCUSSAO

No momento, existem trés espécies validas de uakaris preto, Cacajao
melanocephalus na margem direita do rio Negro, C. hosomi e C. ayresi na margem
esquerda do rio Negro. Estas espécies foram descritas em uma revisao taxonémica
do grupo, baseada em critérios morfologicos (morfometria e coloragéo), ecolégicos
(utilizagdo do ambiente), da distribuicdo geografica (ocorréncia alopatrica) e filogenia
molecular (Citocromo b) (Boubli et al., 2008). Apds esta proposta que reorganizou a
antiga taxonomia que reconhecia apenas uma espécie separada em duas
subespécies (C. m. ouakari e C. m. melanocephalus) (Hershkovitz, 1987), surgiram
contestacdes e atualmente nio existe consenso sobre quantas espécies de uakaris
pretos existem: as trés espécies C. melanocephalus (margem direita do rio Negro) e
C. hosomi e C. ayresi (margem esquerda do rio Negro) sensu Boubli et al., (2008);
ou C. ouakari (margem direita do rio Negro) e C. melanocephalus (margem esquerda

do rio Negro) senso Ferrari et al. (2014).
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A primeira contestagdo surge com uma nova construc¢ao filogenética do grupo
com a utilizagdo de novas amostras provenientes de peles de museu (Figueiredo et
al., 2009). Uma das amostras proporciona uma parafilia entre C. hosomi e C. ayresi
porém, esta sequencia possui qualidade baixa (Figueiredo et al., 2009). A segunda
contestagdo surge propondo uma nova organizagao taxonémica se baseando nos
resultados filogenéticos da primeira contestagdo, com a adigdo de novas
informagdes morfolégicas e biogeograficas (Ferrari et al. 2014). Propde o
reconhecimento de duas espécies validas uma de cada lado do rio Negro,
reestabelecendo a nomenclatura anterior sensu Hershkovitz (1987) e classificando
C. ayresi como subespécie de C. melanocephalus.

A nova proposta da reconstrucao filogenética do presente trabalho com o
Citocromo b com a inclusdo de novas amostras propde a existéncia de uma
monofilia reciproca, esta encontrada com a exclusdo da amostra MPEG 8991
identificada como portadora de “missig data”, que causa a parafilia entre C. hosomi e
C. ayresi.

Cada uma dessas trés espécies classificadas como validas, C.
melanocephalus, C. hosomi e C. ayresi; possui todos seus individuos agrupados no
mesmo clado e por isso classificadas como espécies validas sob o conceito
filogenético de espécies (Cracraft, 1983). Este conceito filogenético identifica
espécies sob o critério da monofilia, sendo que os grupos monofilético sdo definidos
como linhagens que contém todos os descendentes conhecidos de um ancestral
comum. Desta forma, as espécies sdo identificadas estimando-se a filogenia de
populagdes estreitamente relacionadas e encontrando 0s menores grupos
monofiléticos, para serem espécies filogeneticamente separadas. Essas populagdes
ficaram separadas durante um tempo suficiente o que permitiu a evolugcdo das
caracteristicas diagndsticas.

Em contrapartida, as novas abordagens para a construgdo filogenética
baseadas em dados gendémicos, utilizadas no presente trabalho, trouxeram novas
interpretacdes sobre os uakaris pretos como observado na filogenia dos RADseq.
Com dados encontrados, fica clara a existéncia de duas linhagens evolutivas
distintas, com os individuos classificados como C. melanocephalus formando uma

linhagem na margem direita do rio Negro, enquanto os individuos classificados como
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C. hosomi e C. ayresi formando outra linhagem na margem esquerda. Desta forma,
existe uma polifilia na linhagem evolutiva composta por C. hosomi e C. ayresi, sendo
assim e levando em consideragao o conceito filogenético de espécies proposto por
Cracraft (1983), as duas espécies ndo poderiam ser classificadas como espécies
distintas e, portanto, ndo estdo seguindo trajetérias evolutivas independentes.

Os resultados da formagao dos grupos biolégicos séo inéditos para os uakaris
pretos, ainda nao tendo sido testados a nivel populacional. Estes dados indicam a
existéncia de dois grupos bioldgicos distintos, sendo um composto pelos individuos
de C. melanocephalus e outro composto pelos individuos de C. hosomi e C. ayresi.
De acordo com o conceito biolégico de espécies, o isolamento reprodutivo € o
critério essencial na identificacdo da independéncia evolutivas das espécies, porque,
confirma a auséncia de fluxo génico. Se estas populagdes de organismos nao se
hibridizam regularmente na natureza, ou quando ocorre, incapaz de produzir prole
fértil, estas estao isoladas reprodutivamente e sdo consideradas espécies distintas.
Entre C. hosomi e C. ayresi foi observado que estas possuem compartilhamento no
sistema de acasalamento, formam um mesmo grupo biolégico e por isso ndo séo
validas sob este critério.

Separagao entre as linhagens mitocondriais também foram relatadas em
Gato leopardo (Prionailurus bengalensis) na india. Estas separadas entre linhagens
ao norte e sul dentro da mesma espécie, com suas respectivas populagdes bem
estruturadas em cada regido. As variagbes climaticas foram indicadas como
provaveis explicagao para a separagao entre as duas linhagens. Nesse caso ocorreu
uma separagao ecologica entre as duas linhagens (Mukherjee et al., 2010).

Discordancias entre os resultados do DNA mitocondrial e nuclear como
encontrados no presente estudo sao relatadas na literatura. Como a taxa de
evolugdo do genoma mitocondrial é estimada em 5, 7 X 10 dez vezes mais rapida
que o nuclear (Brown et al. 1982), pode-se encontrar divergéncia entre genes em
uma mesma espécie assim como separagao mitocondrial entre a mesma espécie.

Discordancias dos dados do DNA mitocondrial e nuclear foi encontrado em
um estudo realizado com peixes do género Xiphophorus. Este género possui uma
divisdo na morfologia que separa as duas formas (platis e espadas) porém, as

espécies X. clemenciae e X. monticolus se agrupam pelo DNA mitocondrial
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juntamente com os platis porém, sua morfologia indica pertencer aos espadas.
Diferentemente, com a utilizagdo de genes nucleares foi encontrada incongruéncia,
sendo que a nova resolucao filogenética agrupou as duas espécies com seus
respectivos grupos morfologicos, indicando que estes surgiram por evento de
hibridizacao (Kang et al., 2013). Posteriormente, este trabalho foi reexaminado com
a utilizacdo de RADseq que corroborou com a nova classificagao das espécies por
genes nucleares (Jones et al., 2013).

Dados de RADseq também foram utilizados por Cui et al., (2014) para
esclarecer as relagdes filogenéticas em presenga de hibridizacdo dos peixes
espadas e platis. Os resultados demonstraram que a hibridagdo foi
surpreendentemente generalizada na histéria evolutiva do género confirmando
também a classificacdo de X. clemenciae e X. monticolus.

Argumentacdes atuais sugerem a importancia da inclusdo de dados nucleares
para a melhor resolugado das relagdes filogenéticas das espécies e indicando que o
DNA mitocondrial € uma ferramenta extremamente util, mas que em certos casos
pode ser limitada (Barrowclough e Zink, 2009) ou apresentar resultados
discordantes. Sendo assim, a inclusdo de informagdes geradas por NGS séo de
grande importancia para a resolugao de dificil resolugdo baseados apenas em um
tipo de marcador, como o mitocondrial.

Um exemplo, é o trabalho de Wagner et al., (2013) que por meio de dados de
NGS conseguiram encontrar resolugdes ao nivel de espécie para dezesseis
espécies de peixes ciclideos do Lago Vitéria provenientes de uma mesma
comunidade de uma ilha rochosa com radiagcdo adaptativa, onde trabalhos
anteriores baseados apenas em analises filogenética ndo encontraram nenhuma
resolugao.

Outro exemplo é o trabalho de Emerson et al. (2010), onde os autores
conseguiram delimitar as linhagens evolutivas do mosquito Wyeomyia smithi, que
possuiam relagdes mal esclarecidas com outros dados, pois divergiram
recentemente. Neste trabalho foi encontrada separagdo da espécie em duas
principais linhagens na América do Norte, uma ao norte e outra ao sul com divisées
internas para trés formas ao norte e duas ao sul.

Porém alguns trabalhos com a utilizagdo de RADseq indicam indicios da
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separagao filogenética entre as linhagens de subespécies de borboletas do género
Heliconius e formagao de grupos bioldgicos similares entre as linhagens indicadas
como divergentes (Nadeau et al., 2013).

As duas linhagens evolutivas dos uakaris encontradas neste estudo com
dados de RADseq se agruparam em dois grupos biologicos distintos, um em cada
margem do rio Negro e desta maneira, fica clara a importancia do rio na separagao
destas linhagens, sendo um agente importante no processo de diversificagdo destes
grupos. O rio Negro € conhecido por ser uma das grandes barreiras biogeograficas
da Amazdbnia e anteriormente ja tinha sido proposto como agente vicariante entre as
linhagens dos uakaris pretos assim como para outros primatas (Boubli et al., 2015) e
aves nao voadoras do género Psophia (Ribas et al., 2012). Porém, o indicio da
existéncia de hibridos entre os dois grupos biolégicos encontrados indica uma
provavel quebra na barreira nas cabeceiras, que anteriormente ja havia sido
proposta para aves (Naka et al., 2012). Casos de hibridizagdo para macacos do
novo mundo ja foram relatadas anteriormente em macaco-aranha, guaribas e
calitriquideos (Arnould et al., 2009).

CONCLUSAO

Diante das novas evidéncias apresentadas, C. hosomi e C. ayresi ndo podem
ser classificadas como espécies distintas, por serem agrupadas por dois critérios de
delimitagcdo de espécies. Estas se encontram em polifilia em uma mesma linhagem
evolutiva bem suportada e ficarem agrupadas em um mesmo grupo bioldgico e
desta forma compartilham sistema de acasalamento, sendo assim, C. hosomi e C.
ayresi ndo podem existir como espécies distintas, pois 0s seus respectivos genomas
se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. Porém, também pode ser um caso
de estruturacao intraespecifica ou um caso de especiagao adaptativa incipiente, um
processo em inicio de especiagao, e desta forma necessita a busca de genes sobre

selecao associados com a divergéncia.
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Tabela 1. Amostragem utilizada no estudo

Espécies Ntfrrg;rgode Numero GenBank Localidade NGS Longitude Latitude Artigo referente
C. ayresi CTGA 5666 Presente estudo Margem esquerda rio Acara, AM Sim -62,95 -0,38  Presente estudo
C. ayresi CTGA 5667 Presente estudo Margem esquerda rio Acara, AM Sim -62,95 -0,38  Presente estudo
C. ayresi INPA 5246 EU560409/KM370849 Margem esquerda Igarapé Madixi, AM Sim -63,34 -0,12  Boubli et al., 2008
C. ayresi INPA 5247 EU560410/KM370850 Margem esquerda rio Acara, AM Sim -62,91 -0,54  Boubli et al., 2008
C. ayresi INPA 5248 EU560411 Margem esquerda rio Acara, AM Sim -62,91 -0,54  Boubli et al., 2008
C. ayresi USNM 406422 KM370847 AM, Venezuela Nao -65,28 2,25  Boubli et al., 2015
C. hosomi MPEG 8991 FJ531650 fio Curunduri, AM N&o No Nao  pduetredoetal,
C. hosomi INPA 5242 EU560418 Sao Gabriel da Cacheira, AM Sim -66,11 0,61 Boubli et al., 2008
C. hosomi CTGA 5698 EU560412 Serra do Imeri, Xamata, AM Sim -65,27 0,49 Boubli et al., 2008
C. hosomi CTGA 5716 EU560413/KM370848 Serra do Imeri, Xamata, AM Sim -65,27 0,49 Boubli et al., 2008
C. hosomi JPB 163 Presente estudo AM, Venezuela Sim -66,28 0,93 Presente estudo
C. hosomi INPA 5249 EU560414 Serra do Padre e Waputar, AM Nao -66,21 0,66 Boubli et al., 2008
C. hosomi INPA 5250 EU560415 Serra do Padre e Waputar, AM Nao -66,21 0,66 Boubli et al., 2008
C. hosomi INPA 5251 EU560416 Serra do Padre e Waputar, AM Nao -66,21 0,66 Boubli et al., 2008
C. hosomi INPA 5252 EU560417 Serra do Padre e Waputar, AM Nao -66,6 0,49 Boubli et al., 2008
C. hosomi MVZCmm1 FJ531649 Parque Nacional do Pico da Neblina, AM NZo NZo NZo gg’ouge'redo etal,
C. melanocephalus CTGA 5663 Presente estudo Margem direita do rio Negro, AM Sim -64,74 -0,49 Presente estudo
C. melanocephalus CTGA 5665 Presente estudo Margem direita do rio Negro, AM Sim -64,65 -0,49  Presente estudo
C. melanocephalus INPA 5238 EU560419/KM370851 Margem esquerda rio Solimdes, Lago Amana, AM Sim -64,5 -2,5 Boubli et al., 2008
C. melanocephalus INPA 5239 EU560420 Margem esquerda rio Solimbes, Lago Amana, AM Sim -64,5 -2,5 Boubli et al., 2008
C. melanocephalus INPA 5240 EU560421/KM370852 Margem esquerda rio Solimdes, Lago Amana, AM Sim -61 -3 Boubli et al., 2008
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FJ531641

FJ531642

FJ531643

FJ531644

FJ531645

FJ531646

FJ531647

FJ531648
EU560408
FJ531667

Margem direita do rio Negro, Igarapé Parati, AM
Margem direita rio Negro, Igarapé Aiuana, AM
Margem esquerda rio Japura, AM

Margem esquerda rio Japura, AM

Margem esquerda rio Japura, AM

Alto rio Inirida, Colémbia

Alto rio Inirida, Colémbia

Barracon, Alto Cano ltilla, Coldmbia
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Lago el Dorado, rio Vaupés, Colémbia
Lago el Dorado, rio Vaupés, Coldmbia
rio Manacapuru, AM
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-1.69
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23
1,61
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Boubli et al., 2008
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Figueiredo et al.,
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Figueiredo et al.,
2009
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Figueiredo et al.,
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Figueiredo et al.,
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Figueiredo et al.,
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Boubli et al., 2008

Figueiredo et al.,
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