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RESUMO

O género Alouatta Lacépede (Primates Atelidae) apresenta a maior distribui¢do geogréfica,
entre 0s macacos do novo mundo ocorrendo do sul do México ao norte da Argentina.
Algumas incertezas filogenéticas e biogeograficas ainda permanecem em Alouatta. Os
estudos filogenéticos em Alouatta mostram resultados parcialmente congruentes entre si.
Nos investigamos as relacdes filogenéticas, tempos de separacéo e biogeografia dos macacos
guariba, usando marcadores moleculares através de analises bayesianas e de méaxima
verossimilhanca. Dois clados foram recuperados dentro de Alouatta, um representando os
individuos da América Trans-Andina, e outro representando individuos da América Cis-
Andina. Dois grupos dentro do clado Cis-Andino foram recuperados. O primeiro formado
por espécies que ocorrem na Mata Atlantica e no leste da Amazonia, que provavelmente se
separam durante a fase inicial do Plioceno, com o surgimento de um ambiente seco. O
segundo, composto por A. caraya e 0 complexo de espécies A. seniculus formando uma
relacdo de grupo irmdo. A maioria dos eventos de diversificacdo ocorreram durante a época
do Plioceno. Os resultados deste estudo apontam que o0 ancestral comum mais recente de
Alouatta viveu no inicio do Plioceno, data coincidente com a formac&o do norte dos Andes,
evento que, poderia ter levado a primeira divisdo dentro de Alouatta. O oeste da Amazénia
foi apontado como uma area chave da origem e diversificacdo dos principais grupos do
género. Nossos resultados indicaram que a época do Plioceno foi o periodo da principais
diversificacdes e formacdo de grupos dentro de Alouatta. Além disso, algumas espécies
possuem origens mais recente, que datam do Pleistoceno. Como as espécies A. discolor e A.
belzebul, que possuem uma relacdo estreita entre si. Assim como A. macconnelli e A.

nigerrima, que ocorrem em lados opostos do Rio Amazonas.

PALAVRAS-CHAVE: Amazonia, Sistematica filogenética, DNA mitocondrial, Macaco
guariba, DNA nuclear



ABSTRACT

The genus Alouatta Lacépede (Primates Atelidae) has the widest geographic distribution,
among the New World monkeys occurring from southern Mexico to northern Argentina.
Some phylogenetic and biogeographic uncertainties still remain in Alouatta. Phylogenetic
studies in Alouatta show results that are partially congruent with each other. We investigated
the phylogenetic relationships, separation times and biogeography of howler monkeys using
molecular markers through Bayesian and maximum likelihood analyses. Two clades were
recovered within Alouatta, one representing individuals from Trans-Andean America, and
another representing individuals from Cis-Andean America. Two groups within the Cis-
Andean clade were recovered. The first formed by species that occur in the Atlantic Forest
and eastern Amazonia, which probably separated during the early Pliocene phase, with the
emergence of a dry environment. The second, composed of A. caraya and the A. seniculus
species complex forming a sister group relationship. Most diversification events occurred
during the Pliocene epoch. The results of this study indicate that the most recent common
ancestor of Alouatta lived in the early Pliocene, a date coinciding with the formation of the
northern Andes, an event that could have led to the first division within Alouatta. The
western Amazon was identified as a key area for the origin and diversification of the main
groups of the genus. Our results indicated that the Pliocene epoch was the period of major
diversification and group formation within Alouatta. In addition, some species have more
recent origins, dating back to the Pleistocene. Like the species A. discolor and A. belzebul,
which are closely related to each other. As well as A. macconnelli and A. nigerrima, which
occur on opposite sides of the Amazon River.

KEY WORDS: Amazon, Phylogenetic systematics, Mitochondrial DNA, Howler Monkey,
Nuclear DNA



1. INTRODUCAO GERAL

As relacdes evolutivas dos géneros da Infraordem Platyrrhini (primatas) tém sido
extensivamente estudadas usando caracteres morfoldgicos, comportamentais e cariotipicos
(Dutrillaux et al. 1986; Ford, 1986; Rosenberger, 1984; Rosenberger & Strier 1989).
Contudo, a partir da década de 90, sequéncias de DNA passaram a ser usadas na tentativa de
resolver as relagdes filogenéticas nos primatas do Novo Mundo (Porter et al. 1995; Schneider
& Rosenberger, 1996; Schneider et al. 1993).

Muitas das discordancias sobre a sistematica dos primatas do Novo Mundo tém sido
mais bem compreendidas justamente com a contribuicdo da biologia molecular, mais
especificamente com dados de sequéncias de DNA (Schneider & Sampaio 2015). Por
exemplo, a familia Atelidae, de acordo com Schneider (2000) €é constituida por Lagothrix
Geoffroy 1812, Brachyteles Spix 1823, Ateles Geoffroy 1806 e Alouatta Lacépede 1799.
Durante muito tempo, Ateles e Brachyteles eram considerados grupos irmaos, com base em
caracteristicas morfoldgicas cranianas e pds-cranianas (Rosenberger & Strier 1989). Outro
arranjo proposto considerava o clado Lagothrix + Ateles como grupo irmdo de Alouatta +
Brachyteles com base em caracteres craneo-dentarios (Kay 1990). As rela¢des filogenéticas
em primatas do Novo Mundo baseadas em dados de sequenciamento de DNA foram,
incialmente, investigadas por Schneider et al. (1993), onde entdo foi proposto um
relacionamento entre os quatro géneros da familia Atelidae, com Alouatta divergindo
incialmente dos outros trés géneros, e Ateles apresentando uma relagdo de grupo irméo com
Lagothrix + Brachyteles. Este arranjo filogenético foi confirmado em vérios estudos
posteriores (Meireles et al., 1999a; Opazo et al., 2006; Perelman et al., 2011).

O género Alouatta compreende osmacacos guaribas sdo primatas comedores de
folhas, frutos ou flores. De acordo com Rosenberger (2020), o consumo de folhas permite
que Alouatta tenha flexibilidade ambiental que Ihes permite viver em uma ampla gama de
habitats, incluindo areas degradadas ou pequenos fragmentos florestais, onde poucos
Platyrrhini grandes e frugivoros podem existir. Dessa forma, 0os macacos guaribas sao
pioneiros em paisagens fora da Amazonia, expandindo-se até mesmo por regides onde
existem apenas faixas estreitas de floresta (Rosenberger 2020). Como resultado, eles sdo um
dos géneros de Platyrrhini mais difundidos, com uma distribuicdo geografica que vai do sul
do México ao norte da Argentina. Ao longo desta grande extensdo, a taxonomia do género é
incerta (Cortés-Ortiz et. al. 2015; Rosenberger 2020).



Os arranjos taxondémicos sugerem que os Alouatta compreendem de 5 a 12 espécies
de primatas do novo mundo (Tabela 1). Esse nimero tem se alterado de acordo com a
realizacdo de pesquisas com implicacfes taxonémicas no género. Além disso, esse género
compreende espécies que estao entre 0s maiores primatas neotropicais, variando entre 4 e 11
Kg (Di Fiore & Campbell 2007). Algumas propostas taxondmicas do género estdo resumidas
na Tabela 1, que lista as espécies consideradas por diferentes autores. Uma revisao
taxonémica realizada para os Alouatta, que ocorrem no Brasil, foi realizada por Gregorin
(2006). Neste trabalho, o autor prop6s uma hipotese filogenética para as espécies de Alouatta
usando morfologia do osso cranial e hidide (Figura 1). Esse trabalho propde a elevacao ao
status de espécie de muitos taxa, considerados subespécies, em arranjos taxonémicos

anteriores (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1: Propostas de arranjo taxonémico do género Alouatta e espécies consideradas em
diferentes trabalhos *grupo analisado apenas para os tdxons que ocorrem no Brasil.

Hershkovitz, Cortes-Ortiz et

Hill, 1962 Groves, 2001 Gregorin, 2006 *

1949 al. (2015)
A. belzebul A. belzebul A. belzebul A. belzebul A. belzebul
A. caraya A. caraya A. caraya A. caraya A. caraya
A. guariba A. guariba A. guariba A. guariba A. guariba
A. seniculus A.seniculus  A. seniculus A juara A. seniculus
A. palliata A. palliata A. palliata A. pururensis A. palliata
A. coibensis A. clamitans A. sara
A. sara A. discolor A. pigra
A. pigra A. ululata A. nigerrima
A. nigerrima A. nigerrima A macconnelli
A macconnelli A macconnelli A. discolor
A. ululata

A. arctoidea
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A. discolor

A. ululata

A. belzebul
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Figura 1: Relacgdes filogenéticas de Alouatta usando morfologia por Gregorin (2006)

A filogenia do género foi inicialmente investigada por Meireles et al. (1999Db),
usando dados de sequéncias do pseudogene y!-globina. Neste trabalho, somente quatro taxa
da América do Sul foram utilizados e com base em métodos de maxima parcimdnia e
méaxima verossimilhanca, foi demonstrado que A. caraya constitui 0 grupo irmdo de A.
belzebul + A. seniculus + A. fusca, como mostrado na Figura 2.

Bonvicino et al. (2001) também realizaram um estudo em Alouatta que ocorrem no
Brasil, usando o gene mitocondrial citocromo b. Seus resultados, baseados em agrupamento
de vizinhos, recuperaram dois grupos para os Alouatta da América do Sul. O primeiro com
A. belzebul como espécie irméa de A. fusca, taxon renomeado por Rylands & Brandon-Jones
(1998) para A. guariba, nome que sera utilizado neste trabalho. E o segundo com A. caraya
como sendo espécie irma do complexo de espécies A. seniculus (Figura 3). Esse trabalho
também implementou o método de maxima parciménia, que resultou em um arranjo similar
ao de Meireles et al. (1999b), com A. caraya como espécie irmd dos demais Alouatta Sul-
americanos (Figura 2). Um estudo de reconstrucdo das relagdes filogenéticas usando pintura
cromossémica foi realizado por (Oliveira et al. 2002). Seus resultados mostraram que 0



género Alouatta apresenta a maior diversidade cariotopica dentro de Platyrrhini e que pode
ser dividido em dois grupos de espécies: o primeiro incluindo A. caraya e A. belzebul e 0
segundo A. s. macconnelli, A. sara, A. s. arctoidea e A. fusca. A arvore filogenética proposta
nesse Ultimo trabalho, e baseada em maxima parciménia, é exibida na Figura 4.

O estudo mais amplo, em relacdo a taxonomia e a biogeografia, realizado até o
momento foi o de Cortés-Ortiz et. al. (2003). Considerando que o género Alouatta apresenta
uma vasta distribuicdo geografica nas Ameéricas, Cortés-Ortiz et al. (2003) realizaram um
estudo de filogenia e biogeografia usando marcadores mitocondriais e nucleares. As regides
de genes nucleares ndo forneceram resolucao filogenética entre as espécies estudadas. As
analises com base em dois genes do DNA mitocondrial, citocromo b e ATPase 6/8, por outro
lado, resultaram em uma filogenia bem resolvida (Figura 5). Um dos achados mais
interessantes encontrados por Cortés-Ortiz et al. (2003) sugere que a primeira divisdo dentro
do género ocorreu ha 6,8 milhdes de anos, separando os clados da América do Sul e da
Mesoamérica (Figura 5). Para os Alouatta Sul-americanos, o arranjo filogenético de Cortés-
Ortiz et al. (2003) foi similar ao de Bonvicino et al. (2001).

O estudo de filogeografia de Ruiz-Garcia et al. (2017) usou espécies de Alouatta
que ocorrem na Ameérica Central e Norte da América do Sul. Esses autores analisaram a
filogeografia da espécie A. palliata da América Central, Equador e Coldmbia com base em
seis genes mitocondriais. Seus resultados indicaram a origem dos Alouatta Trans-Andino
por volta de 6-6,9 Ma a partir de ancestrais de Alouatta Cis-Andino.

O estudo mais recente que aborda o género Alouatta e suas relacdes filogenéticas é
o de Doyle etal. (2021). Nesse estudo, usando sequéncias de 14 introns nucleares, um arranjo
filogenético diferente dos anteriores foi proposta. O arranjo filogenético proposto nesse
trabalho, usando inferéncia bayesiana, recuperou dois grupos dentro de Alouatta, os clados
Trans-Andino e o Cis-Andino. Entre as espécies Sul-americanas, a espécie A. guariba foi
recuperada como irm& das demais espécies de Alouatta da América do Sul (Figura 6 e 7).
Entretanto, as arvores obtidas por diferentes softwares (*BEAST e MrBayes) apresentaram

topologias diferentes (Figuras 6 e 7).
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Um estudo mais recente que incluiu uma vasta gama de espécies de Alouatta foi o

de Janiak et al. (2022), que usou 205 genomas mitocondriais para investigar o efeito de rios

na especiacdo de primatas da Amazonia. O arranjo filogenético, em Alouatta, baseado em

inferéncia bayesiana, € mostrado na Figura 8.
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A sistemética e taxonomia do género tem sido abordada principalmente através de
métodos tradicionais baseados em morfologia (Hershkovitz, 1949; Hill, 1962; Gregorin,
2006). Alguns estudos genéticos mais recentes, que abordam a sistematica ao nivel de
género, tém incluido dados do DNA mitocondrial e citogenéticos (Bonvicino et al., 2001;
Cortés-Ortiz et al. 2003; Oliveira et al. 2002). Outros, tém incluido DNA nuclear, mas
gerando resultados discordantes da maioria dos trabalhos anteriores com Alouatta. Para
tentar esclarecer as relacdes filogenéticas, dentro do género Alouatta, € importante empregar
abordagens genéticas, como dados multilocus, que tenham resolugdo suficiente para
recuperar relacGes filogenéticas.

Assim, este estudo tém os objetivos de investigar as relagdes filogenéticas entre as
espeécies de Alouatta, usando sequéncias de DNA nuclear e mitocondrial, visando contribuir

para o conhecimento da sistematica, historia natural e evolugdo deste género nas Ameéricas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as relacdes filogenéticas e biogeograficas entre as espécies do género Alouatta
visando contribuir para com o conhecimento da sistematica, histdria natural e evolucao deste

género nas Ameéricas.

2.2 Objetivos especificos

v" Investigar as relagdes filogenéticas entre as espécies de Alouatta Sul-americanas
e da América Central com base nas sequéncias de DNA mitocondrial e nuclear;

v’ Estimar tempo de divergéncia entre as espécies dentro de Alouatta com base nos
dados concatenados;

v' Utilizar marcadores mitocondriais para investigar a histéria biogeogréafica de

Alouatta.
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Relacdes filogenéticas dos macacos guaribas (Alouatta, Atelidae, Primates) inferida
através de sequéncias de DNA nuclear

Danillo Figueiredo da Silva® & Colaboradores
2 Laboratdrio de Evolucdo (LEVO), Instituto de Estudos Costeiros (IECOS), Universidade Federal do Para, Campus de

Braganca, Par4, Brazil
Resumo

Os macacos guariba do género Alouatta sdo os Platyrrhini com a maior distribuicdo
geogréfica, ocorrendo do sul do México ao norte da Argentina. Diferentes estudos
filogenéticos mostram resultados inconsistentes entre si, com algumas incertezas
permanecendo. Neste trabalho, nds investigamos as relacdes filogenéticas entre as espécies
de Alouatta usando 24 marcadores moleculares, dois de DNA mitocondrial (mtDNA) e 22
de DNA nuclear (nuDNA). Através de analises bayesianas e de maxima verossimilhanca,
nos inferimos a filogenia e estimamos datas de separacdo entre as espécies e grupos de
espécies do género. Dois clados foram recuperados dentro de Alouatta, um representando o0s
individuos da América Trans-Andina, e outro representando individuos Cis-Andinos. A
maioria dos eventos de diversificacdo ocorreram durante a época do Plioceno. Dois grupos
dentro do clado Cis-Andino foram recuperados. Um desses grupos é formado por espécies
que ocorrem na Mata Atlantica e no leste da Amazodnia, que provavelmente se separam
durante o Plioceno com o surgimento da diagonal seca. O outro grupo € composto por A.
caraya, formando uma relacdo de grupo irmdo com o complexo de espécies A. seniculus.
Além disso, este estudo mostrou uma relacdo estreita entre A. discolor e A. belzebul, e entre
A. macconnelli e A. nigerrima, que ocorrem em lados opostos do Rio Amazonas.



15

1. INTRODUCAO

Os macacos guariba sdo primatas do novo mundo, do género Alouatta, que possuem
a maior distribuicdo geografica dentro dos Platyrrhini (Figura 9), ocorrendo desde Vera
Cruz, México (Estrada & Coates-Estrada 1984) até Corrientes, Argentina (Cabrera 1939).
Esses organismos estdo entre 0s maiores primatas do novo mundo, juntos com 0s outros
géneros de Atelidae, Ateles, Brachyteles e Lagothrix (Figura 9). Esses macacos, comedores
de folhas e frutos, apresentam importancia ecolégica na sucesséo floristica e manutencao da
biodiversidade de ecossistemas (Bravo 2022). Sdo animais que habitam diferentes tipos de
ecossistemas e habitats, desde florestas tropicais, como a Amazénia e Mata Atlantica, até
areas de formacOes abertas, como a Caatinga e o Cerrado (Gregorin 2006). A Figura 10
mostra a distribuicdo geografica de cada espécie, e a extensdo geografica atingida por
Alouatta nas Américas

Figura 9: llustracdo da espécie Alouatta discolor. Esse taxon ja foi considerado subespécie
de A. belzebul. Aqui, consideramos, A. discolor como espécie independente dentro do
complexo A. belzebul, sensu Povill et al. 2022. Imagem produzida por Stephen Nash.
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Figura 10: Mapa da distribuicdo geografica das espécies reconhecidas do género Alouatta,
segundo Cortés-Ortiz et al. (2015). Informacdes geogréaficas estdo adaptadas a partir da lista
vermelha de espécies ameacadas da IUCN (dados baixados em 28/07/2022).

A histdria taxondmica do género Alouatta tem sido longa e complexa envolvendo
muitos erros e omiss@es (Cortés-Ortiz et al 2015). Tais erros tém gerado confusdo acerca da
validade de muitos taxa dentro do género. A primeira revisdo sistematica para o género
Alouatta foi conduzida por Hershkovitz (1949) usando caracteres morfoldgicos. Ele propds
a divisdo em trés subgrupos, com base na morfologia do 0sso hioide e sua composi¢éo: o
grupo seniculus (A. seniculus, A. belzebul, A. fusca), o grupo palliata (A. palliata e A. pigra)
e finalmente o grupo caraya (A. caraya). Cabrera (1958) considerou 14 taxons para Alouatta,
dentro de cinco espécies. Essas cinco espécies também foram reconhecidas por Hill (1962),
mas reconheceu 18 taxa. O trabalho de Hill (1962) foi severamente criticado por Hershkovitz
(1964), principalmente pela auséncia de analise de material na definicdo de muitos taxons e
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pelo inacurado estudo de morfologia comparativa (Gregorin 2006). Rylands (2009) listou 14
espécies de Alouatta e 19 tadxons. Por fim, o trabalho mais recente sobre taxonomia de
Alouatta é o de Cortés-Ortiz et al. (2015), que consideraram 12 espécies para 0 género
(Tabela 1).

A monofilia de Alouatta tem sido reconhecida por diversos autores (e.g., Meireles
etal. 1999; Bonvicino et al. 2001; de Oliveira et al. 2002; Cortés-Ortiz et al. 2003; Perelman
et al. 2011). Por outro lado, pouco consenso tem sido alcancado sobre as relacdes
filogenéticas dentro de Alouatta. Um deles é a divisdo do género em dois grupos
monofiléticos, o clado Sul-americano e o clado mesoamericano (Cortés-Ortiz et al. 2003;
Doyle et al. 2021).

Diferentes tipos de dados moleculares e abordagens metodologicas tém sido
empregadas para reconstruir a histdria evolutiva dos guaribas. Um dos primeiros trabalhos a
tentar elucidar as relacées filogenéticas entre as espécies de Alouatta foi o de Meireles et al.
(1999), que usou apenas individuos de Alouatta da América do Sul. Baseado em sequéncias
do pseudogene y* globina, esse estudo apoiou o clado formado por A. belzebul e A. guariba
como espécies irmas. Esse mesmo arranjo filogenético foi recuperado por Bonvicino et al.
(2001), utilizando espécimes da Ameérica do Sul, com sequéncias de citocromo b. Entretanto,
observa-se a formacdo de dois clados principais para a os Alouatta da América do Sul.
Estudos posteriores, usando diferentes tipos de dados, tais como citogenéticos, morfoldgicos
e de sequéncias de DNA, tém resultado em hipdteses filogenéticas discordantes para o
género (de Oliveira et al. 2002; Cortés-Ortiz et al. 2003; Gregorin 2006). Além disso, a
maioria dos estudos realizados para Alouatta tém incluido uma amostragem taxonémica
baixa.

Até 0 momento, o estudo que utilizou uma amostragem taxonémica mais completa
foi o de Cortés-Ortiz et al. (2003). Esse trabalho incluiu as espécies naturais da América
Central e a maior parte dos taxa da regido Sul-americana. Dois grupos monofiléticos dentro
de Alouatta foram suportados por esse estudo: o clado Trans-Andino, composto por
individuos da América Central, e o clado Cis-Andino, composto de individuos Sul-
americanos. Além disso, dois clados dentro do grupo Sul-americano foram recuperados. Um
deles, representa a relacdo das espécies irmas, A. belzebul e A. guariba. Apesar de
parcialmente discordantes entre si, os resultados de Meireles et al. (1999), Bonvicino et al.
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(2001) e Cortés-Ortiz et al. (2003) mostraram as espécies A. belzebul e A. guariba como
sendo espécies irmas com suportes moderados a elevados para o clado.

Outro grupo recuperado, por Cortés-Ortiz et al. (2003), para o clado Cis-Andino é
o formado por A. caraya e o complexo A. seniculus, formado por A. seniculus, A.
macconnelli e A. sara. A relacdo A. caraya/A. seniculus foi encontrada também por
Bonvicino et al. (2001). Outros trabalhos que abordaram a filogenia de Alouatta apresentam
resultados discordantes com os estudos baseados em sequéncias de DNA. Mais
recentemente, o estudo de Doyle et al. (2021), com sequéncias de DNA de 14 introns
nucleares, apresentou um arranjo filogenético diferente dos j& propostos para o género, com
A. guariba sendo grupo irméo do resto das espécies Cis-Andina e A. sara como espécie irma
de A. caraya, mas com a divisdo de Alouatta em dois grupos Cis e Trans-Andinos, como
encontrado por Cortés-Ortiz et al. (2003). O ultimo trabalho, que apresenta uma grande
abrangéncia taxondmica para Alouatta, foi o de Janiak et al. (2022), que foi baseado em
sequéncias de DNA do genoma mitocondrial completo. Este ultimo estudo corroborou os
resultados obtidos por Cortés-Ortiz et al. (2003).

Os grupos descritos acima ndo foram recuperados em estudos baseados em
citogenética (Oliveira et al. 2002), morfologia (Gregorin 2006) ou sequéncias de DNA
nuclear (Doyle et al. 2021). Dessa forma, o presente estudo tem os objetivos de esclarecer
as relacdes filogenéticas entre as espécies atuais do género Alouatta, através do uso de
sequéncias de DNA nuclear e mitocondrial, visando contribuir para o conhecimento da

sistematica, histdria natural e evolucdo deste género nas Américas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem, extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

Amostras de sangue ou tecido muscular foram obtidas a partir de 37 individuos do
género Alouatta provenientes da regido Sul-Americana. No total, foram utilizadas nove
espécies diferentes de macacos guaribas (A. belzebul, A. caraya, A. discolor, A. guariba, A.
macconnelli, A. nigerrima, A. palliata, A. pigra e A. sara). As amostras sequenciadas a partir
deste trabalho sdo descritas a seguir, para espécies, seus codigos e origens geograficas na
Tabela 2. Amostras da espécie A. seniculus e de duas espécies presumidas, A. arctoidea e A.

ululata (Cortés-Ortiz et al. 2015) ndo compdem o banco de dados do presente estudo.
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Sequéncias de DNA das espécies A. sara, A. pigra e A. palliata foram retiradas do GenBank
(Tabela S1). Para o grupo externo, utilizamos sequéncias de quatro espécies da familia
Atelidae, Ateles paniscus, Ateles geoffroyi, Lagothrix lagothricha e Brachyteles arachnoides
(Tabela S1).

Tabela 2: Espécies sequenciadas neste trabalho, codigos e origem geogréfica.

Espécie Cddigo Origem geogréfica
A. belzebul AbBrag Braganca — Par4, Brasil
A. belzebul AbCAX Floresta Caxiuana — Par4, Brasil
A. belzebul AbANP Anapu — Para, Brasil
A. belzebul ADb297, Ab516, Tucurui — Para. Brasil
Ab1252, Ab1509 '
A. belzebul Ab38 Xingu, Leste — Para, Brasil
A. macconnelli  Am2230, Am2502, . .
AM2532. Am2538 Balbina, Leste — Amazonas, Brasil
A. macconnelli Am2524, Balbina, Direita — Amazonas, Brasil
A. macconnelli  Am2090 Jari, Leste — Amap4, Brasil
A. macconnelli  Am2094, Am2096, . , .
AM2100 Jari, Oeste — Para, Brasil
A. macconnelli  Am3087 Cachoeira Porteira — Para, Brasil
A. discolor Ad Marajo6 — Pard, Brasil
A. nigerrima An65, Ang4 Itaituba — Par4, Brasil
A. nigerrima Anl0 Desconhecido
AL AU, (AR, (G, Serra da Mesa — Goias, Brasil
Aca04
A. caraya Aca38, Acab5, Aca58, i .
Acab8. Aca73. Aca80 Centro Argentino de Primatas (CAPRIM)
A. guariba AQ35, Ag43, Agé4, . .
Ag45, Ag46 Santa Catarina, Brasil
A. paniscus Atpan Desconhecido
L. lagotricha  Lla Desconhecido

O DNA total das amostras de sangue e tecido muscular foi extraido usando o Kit Wizard
Genomic (Promega Corporation, Madison, W1, USA) de acordo com as orientagdes dos
fabricantes. Um total de 24 marcadores moleculares de DNA foram amplificados via reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Cada reacao ocorreu em um volume de 15 pL contendo 1
pL de DNA gendmico; 2,4 uL de dNTPs (1,25 mM); 1,5 uL de buffer 10x; 0,6 uL de MgCl»
(25 mM); 0,6 pL de cada primer (50 ng/pL); 0,8 uL de DNA e 0,1 puL de Tag DNA
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Polimerase. O protocolo das PCRs foi realizado da seguinte forma: 3 minutos de
desnaturacdo inicial, seguido de 35 passos, cada um com 30 segundos de desnaturacdo a 94
°C, 45 segundos de temperatura de hibridizacdo a temperatura variavel dependendo do
primer (Tabela S2) e 1 minuto a 72 °C de extensdo. Por ultimo, usamos uma extensao final
de 4 minutos a 72°C, decorrido os 35 passos anteriores. A Tabela S2 apresenta os protocolos
de PCR e padrdes usados nos programas de cada um dos marcadores moleculares.

As PCR positivas foram purificadas usando o protocolo com PEG (polietilenoglicol) e
alcool etilico (Paithankar & Prasad 1991). O sequenciamento de DNA desses marcadores
moleculares foi implementado através do método se sequenciamento de Sanger (1977) em

um sequenciador automético AB13500.

2.2 Alinhamento de sequéncias, modelos evolutivos e descricdo de banco de dados

As sequéncias foram alinhadas no ClustalW (Thompson et al. 1994), ap6s inspecdo
visual da qualidade dos eletroferogramas dos fragmentos de DNA de cada individuo, no
programa BioEdit (Hall, 1999). Os modelos evolutivos dos marcadores moleculares foram
escolhidos pelo programa Kakusan4 (Tanabe, 2011). A descricdo dos niveis de variacao de
cada marcador foi realizada no programa MEGA11 (Tamura et al. 2021), onde foram
calculados os nimeros de sitios variaveis e informativos para parcimonia (Tabela S3). Além
disso, foram calculadas, separadamente, as distancias genéticas médias entre as espécies de
Alouatta usando dados concatenados (Tabela 3), dados mitocondriais (Tabela S4) e dados
nucleares (Tabela S5). As distancias genéticas foram calculadas usando o modelo K2P
(Kimura, 1980).

2.3 Analises filogenéticas e estimativa de tempos de divergéncia

As andlises filogenéticas foram realizadas com base na matriz de sequéncias
concatenadas. As relacdes filogenéticas foram estimadas atraves dos métodos de maxima
verossimilhanga (MV) e inferéncia bayesiana (1B). As anélises de maxima verossimilhanca
foram feitas usando o programa RAXML v.8.2.12 (Stamatakis, 2014) com 1000
pseudoréplicas de bootstrap. A inferéncia bayesiana foi realizada no programa MrBayes
v.3.2.7 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) com duas Cadeias Markoviana de Monte Carlo

(MCMC) independentes. Foram usadas 10 milhGes de geracGes, com amostragem a cada
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1000 e um burn-in de 20%. As anélises, tanto do RAXML quanto, do MrBayes, foram feitas
na plataforma CIPRES (Miller et al. 2010).

Também foram realizadas analises de inferéncia filogenética e estimativas de tempos de
divergéncia usando o programa BEAST v.1.8.4 (Drummond et al. 2012). Para estimar a
arvore filogenética usamos os modelos escolhidos pelo Kakusan4, ou o que melhor se
aproxima (Tabela S3), o relégio molecular estrito e 20 milhdes de geracdes de MCMC. A
qualidade da corrida foi avaliada no Tracer v.1.7 (Rambaut et al. 2018), onde aferimos o0s
valores de ESS>200, indicando convergéncia da cadeia. O arquivo de arvores foi sumarizado
usando o TreeAnnotator v.1.8.4 (Drummond & Rambaut, 2012).

Para a analise de tempo de divergéncia empregamos uma corrida com relégio molecular
relaxado ndo correlacionado sob 0 modelo log-normal. Foi usado o processo de especiacao
Yule como o prior da arvore, e 0 melhor modelo escolhido pelo Kakusan4 para o MrBayes,
ou o que melhor se aproxima do escolhido (Tabela S3). Para calcular os tempos de
divergéncia foram usados quatro pontos de calibracdo: (A) a separacédo entre Ateles paniscus
Ateles geoffroyi estimada em cerca de 3,7 milhdes de anos (Kiesling et al. 2015; Morales-
Jimenez et al. 2015); (B) a separacdo entre Ateles e Lagothrix + Brachyteles estimada em
10.7 milhdes de anos (Kiesling et al. 2015); (C) a separacdo entre Lagothrix e Brachyteles
estimada em cerca de 9,5 milhdes de anos (Perelman et al. 2011; Kiesling et al. 2015) e (D)
o fossil Stirtonia tatacoensis, que data de 12,6-13,7 milhdes de anos (Rosenberger 2015),
como ponto de calibracdo do né que agrupa Alouatta, e seu grupo irmdo (Lagothrix,
Brachyteles e Ateles). Para os pontos de calibracdo A, B e C, foram usados uma distribuicao
normal com desvio padrdo de 0.5. No6s utilizamos o fossil S. tatacoensis para calibrar o
ancestral comum mais recente de Atelidae sob uma distribuicdo lognormal com média = 13
e sigma = 0.5 Foram realizadas quatro corridas independentes de 20 milhdes de geracdes
cada. A convergéncia das corridas foi avaliada no Tracer v.1.7 (Rambaut et al. 2018), onde
valores de ESS acima de 200 foram considerados satisfatérios. Os arquivos de log e de
arvores foram combinados no LogCombiner v1.8.4 (Drummond et al. 2012). E por fim, o
arquivo das arvores foi sumarizado usando o TreeAnnotator v.1.8.4 (Drummond &
Rambaut, 2012).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo dos dados e distancias genéticas

Os dados concatenados forneceram uma matriz de dados com um total de 16.093 pb,
14.481 do DNA nuclear e 1.612 do DNA mitocondrial. No geral, cerca de 9% dessa matriz
sdo dados faltantes, por ndo estarem disponiveis no GenBank ou por problemas de
amplificacdo. A Tabela S3 mostra os modelos de substitui¢do de nucleotideos escolhidos
pelo Kakusan4, para cada marcador molecular, bem como nimero de sitios variaveis e
informativos para parcimonia. Os marcadores mitocondriais mostraram maiores numeros de
sitios variaveis e informativos para parcimdnia do que os marcadores nucleares. A distancia
genética, considerando os dados concatenados, entre os guaribas e os géneros Ateles,
Brachyteles e Lagothrix foi de, aproximadamente, 4,8%. A distancia genética teve uma
média de aproximadamente 1,7 % entre as espécies de Alouatta, variando de 0,28% (A.
discolor x A. belzebul) a 4,81% (A. sara x A. pigra) (Tabela 3). A distancia genética com o
DNA mitocondrial foi cerca de 7 vezes maior que a distancia para o DNA nuclear. Dentro
de Alouatta, a distancia genética, para 0 DNA mitocondrial, teve uma média de 5,7%,
variando de 0,64% entre A. nigerrima/A. macconnelli e 8,04% entre A. palliatta/A. sara
(Tabela S4). O DNA nuclear apresentou uma média bem menor, de 0,75% entre as espécies
do género. A menor distancia foi de 0.04% entre A. belzebul/A. discolor, a maior distancia
foi de 1.34%, que se deu entre A. pigra/A. discolor (Tabela S5).
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Tabela 3: Distancia genética média, em porcentagem, estimada entre as espécies de Alouatta
e outros géneros da familia Atelidae usando o modelo K2P, a partir dos marcadores

concatenados.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 - A. belzebul
2 - A. discolor 0.28
3 - A. guariba 1.13 1.57
4 - A. nigerrima 1.12 1.68 1.16
5- A macconnelli 115 170 121 0.14
6 - A. caraya 122 176 131 106 111
7 - A. palliata 171 234 172 170 1.71 1.80
8- A. sara 130 271 163 089 0.86 123 2.26
9- A pigra 200 294 221 240 234 238 156 481
10 - Lagothrix 436 536 460 443 452 457 473 6.32 6.83
11 - Ateles 432 556 442 434 437 437 463 501 521 351
12 - Brachyteles  4.73 6.03 4.77 458 472 472 508 514 592 352 3.62

3.2 Analise filogenética

Os resultados das andlises filogenéticas (méxima verossimilhanca e inferéncia

bayesiana) foram congruentes entre si em topologia de arvore. Considerando as analises

bayesianas realizadas no MrBayes e de maxima verossimilhanca, feitas no RAXML, sete das

nove espécies, consideradas neste estudo, apresentaram valores maximos de suporte de PP

e bootstrap (Figura 11). O Gnico tdxon que ndo foi recuperado com um valor alto de suporte

foi a espécie A. belzebul, que é estreitamente relacionada com a espécie A. discolor. A

espécie A. belzebul foi recuperada com um suporte de 0.84 de PP, com o MrBayes e com
suporte de 65% com 0 RAXML.
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Figura 11: Arvore filogenética estimada usando MV e inferéncia bayesiana. Os nimeros no
lado esquerdo das barras, em cada no, sdo os valores de probabilidade posteriori (IB), ao
lado direito estéo os valores de bootstrap (MV)

Nossos resultados fornecem um elevado suporte para dois clados dentro de
Alouatta: o clado Sul-americano e o clado mesoamericano. O clado Sul-americano, é
formado por dois grupos, bem suportados, que apresentam relagcdo de monofilia reciproca
(Figura 11). O primeiro grupo é formado pelo par A. guariba / complexo A. belzebul, apoiado
com valores de 84% de bootstrap e 0.99 de probabilidade posteriori, respectivamente. O
segundo grupo é suportado com o valor de 93% de bootstrap e 1.0 de probabilidade
posteriori. Esse clado apresenta uma relacdo de monofilia reciproca entre a espécie A. caraya
e o complexo de espécies A. seniculus que, neste trabalho, reline as espécies A. macconnelli,

A. sara e A. nigerrima. O clado mesoamericano € composto pelas espécies A. palliata e A.



pigra. Cada uma dessas espécies e sua relacdo entre si foram recuperadas com suportes

maximos de PP e bootstrap. As arvores filogenéticas inferidas através do BEAST foram

idénticas, em topologia, as arvores de IB e MV. Os resultados do BEAST forneceram suporte

maximo para cada uma das espécies deste trabalho (Figura 12).
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Figura 12: Arvore filogenética do género Alouatta, baseada em inferéncia bayesiana, no
BEAST com loci mitocondriais e nucleares. Nimeros em cada n6 indicam as

probabilidades posteriori. llustracbes: Stephen Nash

3.3 Tempos de divergéncia

As analises de tempo de divergéncia usando reldgio relaxado indicaram uma data

de inicio da diversificacdo de Alouatta ha 5,60 Ma, com um “Highest Posterior Density”



26

95% (HPD 95%) variando de 3,99 a 6,83 Ma (Figura 13). Apds a separacdo inicial do género
houve a divisdo em dois clados, dentro dos Alouatta Sul-americanos, ha 4,47 Ma [HPD 95%,

3,68-5,34 Ma]. Os dois grupos de Alouatta da América do Sul formados nessa data se

diversificaram em datas proximas, o complexo A. belzebul se separou de A. guariba ha 3,82

[HPD 95%, 2,50-4,91 Ma], enquanto A. caraya separou-se do complexo A. seniculus ha

3,62 Ma [HPD 95%, 2,57—4,85 Ma]. A maioria dos eventos de especiagdo ocorreram durante

o Plioceno

discolor/A.

. As especiacdes mais recentes, as separagdes A. nigerrima/A. macconnelli e A.

belzebul, foram indicadas como tendo ocorrido ha ~1,5 Ma (Tabela 4).
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Figura 13: Tempos de divergéncia estimados para Alouatta, através do BEAST, usando 24
marcadores moleculares, de DNA mitocondrial e DNA nuclear. Os nimeros em cada nd

estdo referenciados na tabela 4
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Tabela 4: Medianas de datas dos nos e intervalos HPD 95%, em milhGes de anos (Ma),
estimadas usando todos os marcadores concatenados, com analises usando relégio molecular
relaxado néo correlacionado sob distribui¢cdo Lognormal.

No6 na Fig. 3 Idade (Ma) 95% HPD (Ma)
1 1,51 0,79-2,48
2 2,69 1,51-3,19
3 3,62 2,57 4,85
4 1,21 0,34 -2,46
5 4,47 3,68-5,34
6 3,82 2,50 - 4,91
7 1,48 0,52 -2,51
8 5,60 3,99 - 6,83
9 3,21 1,89 - 4,89
10 3,07 2,39 - 3,68
11 7,50 6,83 — 8,16
12 9,25 8,24 -10,01

[EEN
w

12,95 12,19 - 13,76
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho tirou proveito de uma matriz de sequéncias de DNA de 16.903
pb para fazer inferéncias filogenéticas dos macacos guariba. Estudos filogenéticos anteriores
com Alouatta tém mostrado discordancias, provavelmente devido a limitacdo de
amostragem taxondmica e 0 uso de diferentes marcadores genéticos, como sequéncias de
DNA, citogenética e morfologia. A nossa hipotese filogenética apresentada aqui é
concordante com os resultados de estudos prévios baseados em DNA mitocondrial
(Bonvicino et al. 2001; Cortés-Ortiz et al 2003).

Este trabalho apresentou, pela primeira vez, inferéncias baseadas em sequéncias de
DNA nuclear dos taxa A. nigerrima e A. discolor provenientes de locais conhecidos. Essas
duas espécies sdo proximamente relacionadas as espécies A. macconnelli e A. belzebul,
respectivamente. Alguns autores mais recentes consideram A. discolor como uma espécie
valida (Gregorin 2006; Cortés-Ortiz et al. 2015), ao passo gque outros sdo mais conservadores
e mantém A. discolor no status de subespécie, ou até como sinénimo de A. belzebul (e.g
Rylands et al. 2000; Groves 2001, 2005). Baseado em nossos resultados, suportamos a
espécie A. discolor, pertencente ao grupo A. belzebul como valida. Da mesma forma, A.
nigerrima também pode ser considerada espécie valida, proximamente relacionada a A.
macconnelli, resultado que vai contra arranjos taxonémicos mais antigos (Hershkovitz 1949;
Cabrera 1958; Hill 1962).

O complexo A. seniculus, da Amazonia, € um grupo que apresenta alta diversidade
em Alouatta, e devido dificuldades de obter uma amostragem taxonémica e geogréafica
ampla, muitos estudos apresentam esse tipo de limitacdo em seus resultados. Uma limitacéo
do presente estudo € a auséncia de A. seniculus, que é considerado mais proximo de A. sara,
ao invés de A. macconnelli (Cortés-Ortiz et al. 2003; Ruiz-Garcia et al. 2017).

O género Alouatta esta separado em dois grupos bem suportados: o clado Trans-
Andino e o clado Cis-Andino. A formagéo desses dois principais grupos na filogenia de
Alouatta é congruente com a hipétese de sua diversificacdo ter se iniciado pela vicariancia
andina (Cortés-Ortiz et al. 2003). As analises de datacdo usando relogio molecular relaxado
e estrito resultaram em uma estimativa de tempo da diversificacdo entre os grupos Sul-
americano e Mesoamericano que coincide com o periodo de formacao do norte dos Andes

(Lundberg et al. 1998). Além disso, a data estimada para o ancestral comum mais recente do
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grupo Trans-Andino é mais recente que o tempo de especiacdo entre os dois principais
grupos do clado Sul-americano (Figura 13).

Os macacos guaribas da Ameérica Central estudados aqui séo classificados em duas
espeécies, ambas bem apoiadas em nossa filogenia. Esse resultado corrobora estudos prévios
da sistemética de Alouatta, que suporta uma relacdo de espécies irmas entre A. palliata e A.
pigra (Cortés-Ortiz et al. 2003; Doyle et al. 2021 Ruiz-Garcia et al. 2017). Hipotiza-se que
a origem evolutiva dos macacos guariba da Mesoameérica pode ser explicada atraves da
invasdo de um ancestral comum a partir da América do Sul (Ellsworth et al. 2006; Smith
1970). A data estimada para a diversificacdo entre A. palliata e A. pigra coincide com o
periodo de formacdo da ponte de terra que conecta a América Central e América do Sul, ha
cerca de 3,5 milhdes de anos (Hoorn et al. 2010). Além disso, ha diferentes hipdteses para
explicar a origem dessas duas espécies irmas: uma envolve dispersao Unica para a América
Central e subsequente especiacdo das duas espécies da Mesoamérica; a segunda é a de
invasdo dupla da América Central por ancestrais da regido Trans-Andina da América do Sul
(Smith 1970). Assim, com esse cenario evolutivo complexo, as causas subjacentes a
separacdo de A. palliata e A. pigra ainda permanecem incertas. Apesar disso, analises
genéticas mostraram que 0s géneros Ateles e Alouatta da Mesoamérica compartilham seus
ancestrais comuns que datam de um periodo logo apds o fechamento do Istmo do Panama
(Cortés-Ortiz et al. 2003; Morales-Jimenez et al. 2015).

Os principais eventos de especia¢do que deram origem as espécies ou grupos de
espécies de Alouatta ocorreram durante a época do Plioceno (2 a 5 milhdes de anos). Datas
de separacdo similares também sdo vistas no género Ateles e outros géneros de primatas do
novo mundo (Morales-Jimenez et al. 2015; Janiak et al 2022; Kiesling et al. 2015; Springer
et al. 2012). Além disso, alguns pares de espécies de macacos guariba mostraram datas de
diversificacdo mais recentes, compreendidos dentro do Pleistoceno. Esses eventos recentes
de especiagédo sdo observados, por exemplo, nos pares A. macconnelli-A. nigerrima e A.
belzebul-A. discolor, que compreendem as espécies com origem mais recente em Alouatta.

A primeira diversificacdo dentro do grupo Sul-americano ocorreu por volta de 5 Ma
(Figura 13). Esse evento cladogenético deu origem ao ancestral comum do complexo A.
belzebul e A. guariba (taxa que ocupam a floresta amazonica e Mata Atlantica,
respectivamente) e ao ancestral do grupo irmdo, A. caraya e complexo A. seniculus. Essa

data coincide com a formacgédo do Rio Amazonas transcontinental, durante o Mioceno tardio
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e Plioceno (Albert et al. 2018). Assim, dada a distribuicdo geografica atual de espécies de
macacos guariba ao sul e ao norte do Rio Amazonas, o cenario biogeogréafico esta de acordo
com a hipotese de rios como barreiras (Wallace 1852) para explicar essa diversificacdo
inicial do grupo Sul-americano de Alouatta. A hipotese de Wallace também foi empregada
por Cortés-Ortiz et al. (2003) para explicar esse evento de cladogénese entre os Alouatta sul-
americanos.

Na América do Sul os macacos guariba formam um clado bem suportado que, por
sua vez, é dividido em outros dois clados. Um formado pelo par A. caraya / complexo A.
seniculus, outro formado pelo grupo irméo, A. guariba / complexo A. belzebul. A origem do
grupo formado pelo complexo A. belzebul e A. guariba pode ter se dado devido & mudancas
climaticas, que resultou em um clima seco, reducdo de florestas e expansdo de savanas,
dando origem a separacdo da Amazonia e Mata Atlantica (Hoorn et al 2010; Machado et al.
2021). A distribuicdo de A. guariba esté restrita a Mata Atlantica, enquanto que o complexo
A. belzebul pode ocorrer no leste da Amazonia, na Caatinga e na Mata atlantica do nordeste
brasileiro (Cortés-Ortiz et al. 2015). A ocorréncia de linhagens de A. belzebul, praticamente,
ao longo da principal rota de conexao passada entre Mata Atlantica e Amazo6nia (Machado
et al. 2021) é uma evidéncia fraca de conexBes mais antigas, que foi rompida pelo
desenvolvimento da diagonal seca.

Um outro grupo, de Alouatta, formado dentro do continente Sul-americano é
composto por A. caraya e o complexo A. seniculus. A divisdo entre esses dois grupos se deu
ha 3,62 Ma [HPD 95%, 2,57-4,85 Ma]. A distribuicdo de A. caraya ndo coincide com
nenhuma barreira geografica clara (Cortés-Ortiz et al. 2003). Além disso, essa espécie pode
ser encontrada em diferentes partes do continente Sul-americano, incluindo o Cerrado, Mata
Atlantica, Amazoénia e areas de savanas secas ou Umidas (Bicca-Marques et al. 2008). A.
caraya pode ocorrer em simpatria com A. guariba, na Mata Atlantica, chegando a formar
hibridos (Bicca-Marques et al. 2008). Essa espécie também pode ocorrer em simpatria com
A. sara, mas nao registros de formacéo de hibridos essas duas espécies. A espécie A. sara
estd filogeneticamente inserida dentro do complexo A. seniculus, e observa-se que nédo €
grupo irméo de A. caraya, como sugerido por Doyle et al. (2021).

Esse trabalho analisou parcialmente o complexo de espécies A. seniculus. Deste
grupo, incluimos, em nossas analises, as espécies A. macconnelli, A. nigerrima e A. sara.

Esse complexo de espécies apresenta indices elevados de variacdo morfoldgica, citogenética
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e de aloenzimas (Hill 1962; Gregorin 2006; Vassart et al. 1996; Minezawa et al. 1985; Pope
1992; Stanyon et al. 1995; Sampaio et al. 1996). Nossos resultados confirmam o status
taxondbmico de taxa elevados, recentemente, ao nivel de espécie, e.g. A. sara e A.
macconnelli, tratadas, anteriormente, como subespécies de A. seniculus (Hill 1962), e
consideradas posteriormente como espécies validas (Minezawa et al. 1985; Cortés-Ortiz et
al. 2003). A espécie A. caraya € irma desse complexo de espécies, formando o clado 3 na
figura 13. Esse grupo também foi recuperado com valores de suporte maximos para IB e de
93% para MV (Figura 11). Outros trabalhos de filogenia realizados em Alouatta, ou mostram
suporte baixo a moderado para o clado 3 (Bonvicino et al. 2001; Cortés-Ortiz et al. 2003,
Ruiz-Garcia et al. 2017), ou resultaram em topologias discordantes da apresentada aqui
(Oliveira et al. 2002; Villalobos et al. 2004; Doyle et al. 2021). Assim, a formacao de dois
grupos dentro do clado Sul-americano de Alouatta ndo é consenso. Provavelmente, esses
resultados discordantes se dao em virtude da elevada proporc¢édo de dados faltantes na matriz
de dados, baixa amostragem taxonémica, ou até equivocos feitos durante preparo das
andlises, como a incluséo do fossil Stirtonia tatacoensis como ancestral comum mais recente
de todos os Alouatta amostrados e 0 uso de sequéncias outliers.

Com excecdo do trabalho de Cortés-Ortiz et al. (2003), que usaram genes nucleares
que ndo mostraram sinal filogenético, o Unico estudo multilocus é o de Doyle et al. (2021).
Nesse trabalho, os autores ndo tiveram acesso a todos os taxa do complexo A. seniculus,
como a prépria espécie A. seniculus e o tdxon venezuelano A. arctoidea, considerado uma
espécie independente por Stanyon et al. (1995). A confirmacdo desta hipdtese deve ser
baseada em uma amostragem taxonémica, e gendmica, mais completa de Alouatta,

especialmente incluindo taxa da vivente no oeste da Amazonia.
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5. CONCLUSOES

O género Alouatta esta dividido em dois grupos: Mesoamericano e Sul-americano.
As espécies Sul-americanas do género Alouatta podem ser divididas em dois grupos
monofiléticos, um que relaciona como irmédos o complexo A. belzebul e A. guariba e outro
grupo formado por A. caraya e pelo complexo de espécies amazonicas A. seniculus. As
principais diversificagdes dentro dos grupos Sul-americano e Mesoamericano ocorreram
durante a época do Plioceno. O complexo A. belzebul e A. guariba s&o grupos irmé&os,
sugerindo uma conexao histérica entre a Amazonia e a Mata Atlantica, que data do Plioceno.
As espécies Alouatta nigerrima e Alouatta discolor podem ser consideradas linhagens
distintas, com histérias evolutivas independentes. A origem dessas duas espécies ocorreu
durante o Pleistoceno, e estdo entre as espécies com origem e diversificagdo mais recente

dentro do género.
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Tabela S1: Relacdo das espécies, marcadores moleculares, origem geografica, codigo de
acesso GenBank/ENA e referéncias.

- . - Acesso A
Marcador Espécie Origem geografica GenBank/ENA Referéncia
mO003 Alouatta palliata San Diego Zoo GCA 004027835  Johnson et al. (2018)
mO003 Alouatta palliata CRES KC760246 Kiesling et al. (2015)
mO003 Alouatta pigra Meéxico MT903797 Doyle et al. (2021)
mO003 Alouatta pigra México MT903803 Doyle et al. (2021)
mO003 Alouatta sara No Location MT903815 Doyle et al. (2021)
mO003 Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA_004024785  Johnson et al. (2018)
mO003 Brachyteles arachnoides CPRJ KC760250 Kiesling et al. (2015)
m254 Alouatta palliata San Diego Zoo GCA 004027835  Johnson et al. (2018)
m254 Alouatta palliata Mexico MT903877 Doyle et al. (2021)
m254 Alouatta pigra Mexico MT903878 Doyle et al. (2021)
m254 Alouatta pigra Mexico MT903879 Doyle et al. (2021)
m254 Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA_004024785  Johnson et al. (2018)
m254 Brachyteles arachnoides CPRJ KC761590 Kiesling et al. (2015)
mO011 Alouatta palliata San Diego Zoo GCA 004027835  Johnson et al. (2018)
mO011 Alouatta palliata CRES KC760370 Kiesling et al. (2015)
mO011 Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA_004024785  Johnson et al. (2018)
mO011 Brachyteles arachnoides CPRJ KC760374 Kiesling et al. (2015)
LRPPRC 169 Alouatta palliata San Diego Zoo GCA 004027835  Johnson et al. (2018)
LRPPRC_169 Alouatta palliata San-Diego, CA, US HM761141 Perelman et al. (2011)
LRPPRC_169 Alouatta sara San-Diego, CA, US HM761142 Perelman et al. (2011)
LRPPRC 169 Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA 004024785  Johnson et al. (2018)
m271 Alouatta palliata San Diego Zoo GCA _004027835  Johnson et al. (2018)
m271 Alouatta palliata Mexico MT903772 Doyle et al. (2021)
m271 Alouatta pigra Mexico MT903774 Doyle et al. (2021)
m271 Alouatta pigra Mexico MT903773 Doyle et al. (2021)
m271 Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA _004024785  Johnson et al. (2018)
m271 Brachyteles arachnoides CPRJ KC761772 Kiesling et al. (2015)
TTR Alouatta palliata San Diego Zoo GCA 004027835  Johnson et al. (2018)
TTR Alouatta palliata San-Diego, CA, US HM757718 Perelman et al. (2011)
TTR Alouatta sara San-Diego, CA, US HM757719 Perelman et al. (2011)
TTR Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA 004024785 Johnson et al. (2018)
TTR Brachyteles arachnoides  INCA HM757704 Perelman et al. (2011)
GHR Alouatta palliata San Diego Zoo GCA _004027835  Johnson et al. (2018)
GHR Alouatta palliata San-Diego, CA, US HM761468 Perelman et al. (2011)
GHR Alouatta sara San-Diego, CA, US HM761464 Perelman et al. (2011)
GHR Lagothrix lagotricha CCR HM761491 Perelman et al. (2011)
GHR Ateles paniscus FRZB HM761490 Perelman et al. (2011)
GHR Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA_004024785  Johnson et al. (2018)
AXIN1 Alouatta palliata San Diego Zoo GCA 004027835  Johnson et al. (2018)
AXIN1 Alouatta palliata San-Diego, CA, US HM764315 Perelman et al. (2011)
AXIN1 Alouatta sara San-Diego, CA, US HM764316 Perelman et al. (2011)
AXIN1 Lagothrix lagotricha CCR HM764300 Perelman et al. (2011)
AXIN1 Ateles geoffroyi San Diego Zoo GCA _004024785  Johnson et al. (2018)
AXIN1 Brachyteles arachnoides  INCA HM764298 Perelman et al. (2011)
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m194
m194
m194
m194
m194
m194
m194
mO043_044
mO043_044
m043_044
mO043_044
mO043_044
BRCA2
BRCA2
BRCA2
BRCA2
BRCA2
mC17 01
mC17 01
mC17 01
mC17 01
m266
m266
m266
m266
m263
m263
m263
m263
m265
m265
m265
m265
m265
m265
m265
m258
m258
m258
m258
m258
m258
m258
m258
m220
m220
m220
m220
mC18
mC18
mC18
DENND5A

Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta sara

Alouatta pigra

Ateles paniscus

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles paniscus

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta sara

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Lagothrix lagotricha
Ateles geoffroyi
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta sara

Lagothrix lagotricha
Ateles paniscus

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta sara

Alouatta pigra

Alouatta pigra

Ateles paniscus

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles geoffroyi
Alouatta palliata

San Diego Zoo
CRES

No Location
Mexico
MGTC

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
CRES

MGTC

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
San-Diego, CA, US
San-Diego, CA, US
San Diego Zoo
INCA

San Diego Zoo
CRES

BCNP

San Diego Zoo
San Diego Zoo
CRES

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
CRES

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
CRES

No Location
BCNP

MGTC

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
CRES

No Location
Mexico
Mexico
MGCT

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
CRES

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
CRES

San Diego Zoo
San Diego Zoo

GCA._004027835
KC761127
MT903847
MT903846
KC761130
GCA_ 004024785
KC761131
GCA_004027835
KC760664
KC760667
GCA_004024785
KC760668
GCA 004027835
HM763720
HM763721
GCA_004024785
HM763704
GCA_ 004027835
KC762030
KC762033
GCA_ 004024785
GCA_004027835
KC761711
GCA_004024785
KC761715
GCA_ 004027835
KC761647
GCA_ 004024785
KC761651
GCA 004027835
KC761678
MT903780
KC761683
KC761681
GCA 004024785
KC761682
GCA 004027835
KC761616
MT903790
MT903787
MT903789
KC761619
GCA_004024785
KC761620
GCA 004027835
KC761388
GCA_ 004024785
KC761392
GCA 004027835
KC762089
GCA_ 004024785
GCA_004027835

Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Doyle et al. (2021)
Doyle et al. (2021)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Perelman et al. (2011)
Perelman et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Perelman et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Doyle et al. (2021)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Doyle et al. (2021)
Doyle et al. (2021)
Doyle et al. (2021)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Johnson et al. (2018)
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DENNDSA
DENNDSA
DENNDSA
DENNDSA
ADORA3
ADORA3
ADORA3
ADORA3
mC21_01
mC21_01
mC21_01
mC21_01
mC13_04
mC13_04
mC13 04

Alouatta palliata
Alouatta sara

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta sara
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles geoffroyi
Brachyteles arachnoides
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Ateles geoffroyi

San-Diego, CA, US
San-Diego, CA, US
San Diego Zoo
INCA

San Diego Zoo
San-Diego, CA, US
San-Diego, CA, US
INCA

San Diego Zoo
CRES

San Diego Zoo
CPRJ

San Diego Zoo
San-Diego, CA, US
San Diego Z0o

HM759271
HM759272
GCA_004024785
HM759251
GCA_004027835
HM765173
HM765174
HM765156
GCA_004027835
KC762089
GCA_004024785
KC762147
GCA_004027835
KC761936
GCA 004024785

Perelman et al. (2011)
Perelman et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Perelman et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Perelman et al. (2011)
Perelman et al. (2011)
Perelman et al. (2011)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Kiesling et al. (2015)
Johnson et al. (2018)
Perelman et al. (2011)
Johnson et al. (2018)

CRES - The Center for Reproduction of Endangered species at the San Diego zoo; INCA —
Instituto Nacional do Céncer, Rio de Janeiro; MGCT - Morris Godman Tissue Collection;
CPRJ - Centro de Primatologia de Rio de Janeiro; BCNP - Brasil Centro Nacional de
Primatas; CCR - Coriell Cell Repositories, NJ, US; FRZB - Fundagdo RioZoo, Brasil
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Tabela S2: Marcadores moleculares, sequéncias de primers utilizados nas PCRs, temperaturas de anelamento e suas respectivas referéncias

bibliogréficas

Marcador Molecular

Sequéncia primer direto

Sequéncia primer reverso

Anelamento

Referéncia

ADORA3
AXINL
BRCA?2

DENND5A
GHR
LRPPRC-169
TTR
003
011
043_044
220
254
258
263
265
266

194

ACCCCCATGTTTGGCTGGAA

CTCTGCCTTCGCTGTACCGTCTAC

AGCTCTTTTGGGACAATTCTGAGGA

CCAGAGTTATCATGGCCAATC

CCAGTTCCAGTTCCAAAGAT

CTGGAGACAGCTTTTGTGTTATCC

TGCCTCGCTGGACTGGTATT

GCCTAAGATCTAATCAGCACATTG

CAATGGATGGATGAGAG

AAGGAACCACCACTAGGAG

CTCTGTGCTGGGAGACAAGG

ACATATGACTCAGGCCAAATC

CCAAGGCATAGTGTCTTAACA

ACAAGTTAGCATCTGATTCATTTAC

TCCATAGTACACCAAGGGACC

CCACTAAGGAATTCTGATGCTT

ATTCTATTCCCTGTGATGAWAGCAGA

GATAGGGTTCATCATGGAGTT

GACCCACCTTTCCTAATCCTTGTC

CTGTAATTTCTGCCTTTTGRCTAGG

GTACCAAGCAAGAAGCTGGG

TGATTCTTCTGGTCAAGGCA

ACCTTAGAGGCTGAAAGTGACTG

GACAGCATCTAGAACTTTGACCAT

CTGTATCTGCCTTTGTAAGAGGT

GCAGAACACTCAGTGAGGTAC

GTGCAACATTTATCATGACTTC

TGTGGCAACAGAGTCAGGATTC

GCATTGCAGTAGCTAGCAC

AACCTGTCCCTGTATCTAAAAC

CAACTTTCCTGGTAGCTTTGA

CCAATAGTATGCACTGTGAGCATG

GCATCACCCATGTATGATACATC

TCTTTTCACTCAACATATGCCTGGA

54 °C

54 °C

53°C

55°C

59°C

57°C

58 °C

59 °C

57°C

58 °C

58°C

59 °C

59°C

56°C

53°C

58°C

59°C

Horvath et al. (2008)
Horvath et al. (2008)
Perelman et al. (2011)
Perelman et al. (2011)
Venta et al. (1996)
Horvath et al. (2008)
Flynn & Nedbal (1998)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)

Kiesling et al. (2015)



271
mC13_04
mC17_01
mC18_03
mC21_01

Citocromo Oxidase |

Citocromo Oxidase b

CTTGAACAACACATATTTCCAACC
CAGCCCAGAGTGCTTAGTTC
GTCCTGGATTTCCTATCACC
GCATACATGCTTGCATCCAA

GTCCAGTTGCTTATTAAGAGCAC

TTTGTTGGAGTARTATGTWACRAT

ATCCAACATYTCCGCYTGATGA

GAAAGATGGCATCTACTGGTGA

GAAGCAGATAGGCAGCCAC

GGAGCTGTCTTCCTCTGTAA

GCATAGTAGGGGTGCACAG

GATGACTAATTGATGTCAACAGGT

ATGTTCATAARYCGCTGAYTATT

GAAGGGGTATTCRACTGGTTGG

55°C

58 °C

59°C

58 °C

58 °C

55°C

55°C

Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Kiesling et al. (2015)
Presente estudo

Presente estudo
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Tabela S3: Marcadores moleculares, nimeros de sitios variaveis e de sitios informativos
para parcimoénia, tamanho dos fragmentos (em pb), e seus respectivos modelos evolutivos.
Sitios varidveis e sitios informativos para parcimonia considerando apenas o género Alouatta
estdo indicados entre parénteses.

Sitios
Marcador Sitios Informativos  Comprimento Modelo
Molecular Variaveis para (pb) evolutivo

parcimonia
m003 28 (12) 17 (10) 480 HKY
mO011 34 (12) 28 (10) 423 HKY + G
m194 27 (11) 18 (9) 426 HKY + G
m220 46 (15) 32 (15) 516 K80
m254 37 (14) 24 (13) 436 HKY
m258 49 (24) 33 (22) 702 HKY
m263 33(12) 19 (8) 485 HKY + G
m265 72 (24) 51 (22) 707 HKY + G
m266 59 (21) 46 (19) 757 HKY + G
m271 62 (28) 42 (22) 661 HKY + G
mO043_044 78 (35) 53 (32) 801 HKY + G
ADORA3 21 (11) 16 (9) 387 K80 + G
AXIN1 30 (14) 23 (12) 892 K80 + G
BRCA?2 57 (14) 35 (11) 969 HKY
col 177 (91) 139 (82) 712 HKY + G
Cytb 289 (162) 204 (145) 899 HKY + G
mC17_01 46 (20) 33(17) 571 K80 + G
mC18 03 46 (26) 29 (16) 619 HKY
mC21_01 44 (9) 31 (8) 785 HKY
mC13_04 41 (12) 31 (12) 699 HKY
DENND5A 40 (9) 21 (8) 673 K80
GHR 55 (14) 30 (13) 731 HKY + G
LRPPRC_169 41 (16) 33 (15) 837 HKY + G
TTR 57 (18) 37 (14) 925 HKY + G

Combinados 1462 (616) 10540 (544) 16.093 -
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Tabela S4: Distancia genética média entre espécies de Alouatta, e os géneros de Atelidae,
com base em DNA mitocondrial, usando o modelo K2P.

1 - A. belzebul

2 - A. discolor

3 - A. guariba

4 - A. nigerrima
5 - A. macconnelli
6 - A. caraya

7 - A. palliata

8 - A. sara

9- A pigra

10 - Lagothrix
11 - Ateles

12 - Brachyteles

1

1,31
4,36
5,48
5,16
5,55
7,51
4,9

6,43
15,3
14,5
15,4

2

5,17
5,92
5,64
5,76
8,12
5,48
6,77
16.0
14,9
15,4

3

5,05
4,92
5,28
7,10
5,62
7,11
16,1
14,7
14,7

4

0,64
4,91
7,87
3,24
7,45
16,4
14,9
14,2

5

4,73
7,70
3,02
7,20
16,1
14,8
14,7

8,04
4,79
7,06
16,2
14,8
14,8

8,16
5,12
16,9
15,9
16,7

8 9 10 11

6,93

17,3 17,1

15,2 13,4 137
139 15,7 14,6 14,3

Tabela S5: Distancia genética média estimada entre as espécies de Alouatta e 0s géneros da
familia Atelidae, usando marcadores nucleares e 0 modelo K2P.

1 - A. belzebul

2 - A. discolor

3 - A. guariba

4 - A. nigerrima
5 - A. macconnelli
6 - A. caraya

7 - A. palliata

8 - A. sara

9- A pigra

10 - Lagothrix
11 - Ateles

12 - Brachyteles

1

0.04
0.79
0.64
0.73
0.77
1.13
0.43
0.95
3.19
3.29
3.33

2

0.71
0.67
0.76
0.81
1.01
0.41
1.34
2.90
3.30
3.23

3

0.72
0.81
0,89
1.17
0.67
0.94
3.37
3.37
3.40

4

0.09
0.62
1.03
0.44
1.08
3.07
3.20
3.24

5

0.73
1.09
0.33
1.06
3.27
3.29
3.29

6

1.17
0.37
1.17
3.32
3.29
3.34

7

0.11
0.67
3.45
3.50
3.54

8 9 10 11

0.7

3.22 3.13

270 3.09 2.38
284 346 188 214
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CAPITULO 11

Filogenia e biogeografia dos macacos guaribas (Alouatta, Atelidae) inferida usando
DNA mitocondrial
Danillo Figueiredo da Silva® & Colaboradores

@ aboratorio de Evolugdo (LEVO), Instituto de Estudos Costeiros (IECOS), Universidade Federal do Para, Campus de

Braganca, Par4, Brazil

Resumo

Os macacos guariba, género Alouatta Lacépéde (Primates Atelidae), compdem o género
mais difundido, geograficamente, entre os macacos do novo mundo. Ao longo de uma
distribuicdo que vai do Sul do México ao norte da Argentina, no que diz respeito as espécies,
algumas incertezas filogenéticas e biogeogréficas ainda permanecem dentro de Alouatta. No
presente estudo, nds utilizamos sequéncias de DNA de dois genes mitocondriais, disponiveis
publicamente para 13 taxa de macacos guaribas, e conduzimos uma analise de inferéncia
bayesiana, para estimar relacdes filogenéticas e tempos de divergéncia entre as espécies de
Alouatta. Os resultados deste estudo apontam que o ancestral comum mais recente de
Alouatta viveu ha cerca de 6 milhdes de anos, data coincidente com a formacéo do norte dos
Andes, evento que provavelmente, levou a primeira separacdo em Alouatta. O oeste da
Amazonia foi apontado como uma area chave da origem e diversificacdo dos principais
grupos do género, além da formacéo da diagonal seca do continente Sul-americano. Nossos
resultados indicaram que a época do Plioceno foi o periodo da principais diversificacfes e
formacédo de grupos dentro de Alouatta. Entretanto, algumas espécies possuam origem mais
recente, que datam do Pleistoceno. O taxon A. puruensis forma um grupo polifilético,
agrupando-se com A. sara e/ou com A. seniculus. Logo, a validade desse taxon ndo se

sustenta sob os dados filogenéticos.

Palavras-chave: Amazonia, América do Sul, Biogeografia, Primatas do novo mundo
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1. INTRODUCAO

Os macacos guariba, género Alouatta, compreendem a espécies de macacos do
novo mundo que apresentam a distribuicdo geogréafica mais ampla dentro dos Platyrrhini.
Uma vez que ocorrem em praticamente quase todas as areas biogeograficas propostas para
a Amazonia e América do Sul (Morrone et al. 2022; Silva & Garda 2010), Alouatta pode ser
um t&xon interessante para investigar a evolucao biogeografica de primatas nas Ameéricas.

Tendo a capacidade de sobreviver com alimentos ubiquos e nutricionalmente
pobres, 0s bugios sdo pioneiros, na sucessdo ecologica, em paisagens fora da Amazonia,
expandindo-se até mesmo por regides onde existem apenas faixas estreitas de floresta ao
longo de cursos d'agua (Rosenberger 2020). De acordo com esse autor, essas caracteristicas
tém como resultado, que os macacos guaribas sdo um dos géneros de Platyrrhini mais
difundidos, com uma distribuicao geogréafica que vai do sul do México ao norte da Argentina
(Figura 14). Ao longo desta grande extensao, a taxonomia do género € incerta (Rosenberger
2020). Um dos arranjos taxondmicos mais recentes é o de Cortés-Ortiz et al. (2015), que
reconheceram 12 espécies para o0 género, incluindo as duas espécies endémicas da
Mesoamérica.

Para muitos vertebrados neotropicais, incluindo aves e primatas, 0 soerguimento
dos Andes e outras mudancas geoldgicas sdo associados aos eventos de diversificacdo que
levaram formacdo de grupos intragenéricos (Bessa-Silva et al. 2020; Cortés-Ortiz et al.
2003). Para Alouatta, esse evento de vicariancia andina é associado a separacdo de dois
grandes grupos: o Cis-Andino, com individuos basicamente ocupando a América do Sul e 0
Trans-Andino, com populagdes de macacos guaribas vivente na América Central (Cortés-
Ortiz et al. 2003; Doyle et al. 2021).

O DNA mitocondrial é um marcador classico para estudos de diversidade genética
e filogeogréaficos (Avise 2009; Galtier et al 2009). E continua ocupando um papel basilar em
muitas areas de pesquisas, incluindo diversificagdo de espécies e filogenia, especialmente
em espécies cujas amostras ndo podem ser obtidas facilmente (Janiak et al. 2022).
Considerando o género Alouatta, o citocromo b tem sido usado durante muito tempo para
fazer inferéncias filogenéticas e populacionais (Bonvicino et al 2001; Cortés-Ortiz et al.
2003; Harris et al. 2005; Nascimento et al 2005; Nascimento et al 2008; Viana et al. 2015;
Solorzano-Garcia et al. 2021; Povill et al 2022). Assim, a quantidade de sequéncias

disponiveis de citocromo b, ou outros genes mitocondriais, tem crescido vertiginosamente
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nos bancos de dados biolégicos, como o GenBank. Isso facilita a possibilidade de gerar uma

filogenia com uma amostragem taxondmica e geografica mais ampla para Alouatta.

A. sara
. guariba
. seniculus
discolor
. caraya
. macconnelli
Bl A. nigerrima
Bl A. palliata
A. pigra

B A. puruensis

A. arctoidea
A. belzebul

-90°0’

500

1.000 km

-40°0’

20°0°

10°0’

0°0’

-10°0’

-20°0'

-30°0°

Figura 14: Representacdo da area de distribuicdo geografica de Alouatta nas Américas.
Mapa construido com base em dados adaptados a partir da lista vermelha de espécies

ameacadas da IUCN (dados baixados em 28/07/2022).

Investigacdes biogeogréaficas baseadas em filogenia séo escassas para o género. O

unico trabalho que aborda relagdes biogeograficas em Alouatta, com pressuposicdes feitas a

partir de uma filogenia, é o de Cortés-Ortiz et al. (2003). Alguns taxons ndo foram

disponiveis no neste trabalho, como as espécies A. nigerrima e A. discolor, que possuem

distribuicdo geogréafica entre os Rios Madeira e Tapajos e entre Rios Xingu-Iriri e Tapajos,

respectivamente (Gregorim 2006; Povill et al. 2022). E importante dispor de uma filogenia
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estimada corretamente e bem calibrada temporalmente para fazer inferéncias acerca de
processos biogeogréficos (Donoghue & Moore 2003; Silva & Garda 2011). Nesse sentido,
este trabalho pretende gerar uma hipotese das relacdes filogenéticas entre as espécies do
género Alouatta fazendo uso de sequéncias de DNA dos genes mitocondriais citocromo b e
ATPase 6/8, disponiveis no GenBank e, a partir da filogenia gerada, analisar a histéria
biogeografica e dos principais grupos dentro dos macacos guariba, com base em métodos

probabilisticos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Construcgéo da matriz de dados

Para a nossa matriz de dados para inferéncia filogenética, foram utilizadas
sequéncias, disponiveis no GenBank, dos genes mitocondriais Citocromo Oxidase b (Cyt b)
e ATP sintase subunidades 6 e 8 (ATPase 6/8) de 39 individuos de Alouatta, e cinco para
compor o grupo externo. O Unico tdxon, reconhecido como espécie por Cortés-Ortiz et al.
(2015), que ndo tivemos acesso, foi A. arctoidea, endémica da Venezuela, que,
tradicionalmente, compde o complexo A. seniculus. A Figura 15, a seguir, apresenta um
mapa com 0s pontos de origem geografica de cada sequéncia de citocromo b. Para cada
espécie de Alouatta, as coordenadas geograficas de cada sequéncia (quando disponivel) e
sua regido de origem, junto com cédigo de acesso ao GenBank e referéncias sdo mostradas

na Tabela S6, para citocromo b e na Tabela S7, para ATPase 6/8.

2.2 Alinhamento e modelos evolutivos

As sequéncias foram alinhadas no ClustalW (Thompson et al. 1994), implementado
no BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999), onde as sequéncias foram editadas para a construgéo do final
da matriz de dados. Para a escolha do modelo evolutivo foi utilizado o programa Kakusan4
(Tanabe 2011) com o critério de informac&o bayesiana (BIC). O modelo evolutivo HKY +

G foi escolhido para os dois marcadores mitocondriais.
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20°0’
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10°0’
0°0’
© A. macconnelli
@ A. seniculus
@ A. pigra
A A. palliata -10°0’
© A. guariba
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O A. sara
A A. puruensis -20°0’
B A. ululata
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-80°0’

Figura 15: Mapa com pontos de amostragem das espécies de Alouatta.

2.3 Analise filogenética e tempo de divergéncia

Realizamos uma analise filogenética usando inferéncia bayesiana no programa
BEAST v.1.10.4 (Drummond & Rambaut, 2007). Os parametros da andlise incluem, o
modelo de substituicdo HKY + G para cada marcador, relégio molecular estrito e processo
de Yule de especiacdo para o prior da arvore. Realizamos uma corrida independente de 20
milhdes de geragdes com um burnin de 20 %. A convergéncia da corrida foi aferida usando
o0 programa Tracer v.1.7 (Rambaut et al. 2018), onde todos os ESS foram maiores que 200.
As arvores calculadas foram sumarizadas no programa TreeAnnotator v.1.10.4 (Drummond
& Rambaut, 2007).

Tempos de divergéncia foram estimados no BEAST v.1.8.4 (Drummond &
Rambaut, 2007) usando trés pontos de calibragdo: (1) separacdo entre Lagothrix e
Brachyteles, estimada em ~9,1 milhdes de anos (Perelman et al. 2011; Kiesling et al. 2015),

(2) a separacédo entre Ateles, Brachyteles e Lagothrix, estimada em ~11 milhdes de anos
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(Perelman et al. 2011; Kiesling et al. 2015) e (3) o fossil Stirtonia tatacoensis, que data de
12,6-13,7 milhGes de anos (Rosenberger 2015). Essa data foi usada para calibrar o né que
agrupa Alouatta, e seu grupo irmao (Lagothrix, Brachyteles e Ateles).

Os priors foram usados com uma distribuicdo normal e desvio padréo de 0.5. Nessa
andlise, foram utilizados o modelo de substituicio HKY + G, um modelo de reldgio
molecular relaxado ndo correlacionado e o modelo de especiacdo Yule, como prior da arvore.
A andlise de tempo de divergéncia consistiu em 20 milhdes de geracdes de MCMC. Apoés o
término da corrida, os arquivos de log foram analisados no programa Tracer v.1.7 (Rambaut
et al. 2018, onde a convergéncia da cadeia foi averiguada por valores de ESS acima de 200.
Por fim, os arquivos de arvore e de log foram combinados no programa LogCombiner v1.8.4
(Drummond & Rambaut 2007) e essas arvores foram sumarizados no programa
TreeAnnotator v.1.8.4 (Drummond & Rambaut, 2007).

2.4 Analises Biogeograficas

As andlises biogeograficas foram realizadas no pacote do R “BioGeoBEARS”
(Matzke, 2013). Seis modelos foram testados (DEC, DECj, DIVA, DIVA], BayArea,
BayAreaj) nessa analise, com 0 objetivo de reconstruir areas ancestrais e a historia
biogeografica de Alouatta. A arvore de entrada foi construida em uma corrida do BEAST
v.1.8.4 (Drummond & Rambaut, 2007), em que foram usadas apenas 16 sequéncias,
representando as principais linhagens de Alouatta. Os mesmos parametros do BEAST
usados na andlise de tempo de divergéncia foram usados para construir a arvore de entrada
do BioGeoBEARS. Utilizamos as datas dos cinco primeiros nos na filogenia de Alouatta,
fornecidas pela analise de tempo de divergéncia, como pontos de calibracéo para calcular as
datas na arvore de entrada do BioGeoBEARS. Foram definidas nove areas biogeogréaficas,
baseadas nos trabalhos de Alfaro et al. (2015) e Byrne et al. (2018) com algumas
modificacbes. A Tabela 5 exibe os codigos para cada area, as espécies ocorrentes e a

respectiva area biogeogréfica.
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Tabela 5: Regides biogeograficas consideradas na reconstrucao da historia biogeogréfica de
Alouatta com o BioGeoBEARS, suas respectivas espécies viventes e principais referénfias
de cada &rea.

Codigo da Area  Regi&o Taxa ocorrentes Referéncia

A Xingu, leste A. belzebul Lynch Alfaro et al. (2015)

B Xingu, oeste A. discolor Lynch Alfaro et al. (2015)

C Guiana A. macconnelli Lynch Alfaro et al. (2015)
A. seniculus, A. juara,

D Amazonia, oeste  A. sara, A. caraya, A. Lynch Alfaro et al. (2015)
puruensis

E Savana Umida A. caraya Byrne et al. (2018)

F Caatinga A. ululata Byrne et al. (2018)

G Mata Atlantica A. guariba, A. belzebul

H Trans-Andina A. pigra, A. palliata Lynch Alfaro et al. (2012)

I Rondonia A. nigerrima Byrne et al. (2018)

3. RESULTADOS

3.1 Filogenia e datagédo molecular

A filogenia de Alouatta, estimada usando 1B no BEAST, resultou em suportes
elevados (todos acima de 0.95) para todos os nos da arvore (Figura 16). A topologia da
arvore mostra a formacdo de dois clados dentro de Alouatta, apoiados com suportes
maximos: o clado Cis-Andino e o clado Trans-Andino. Dentro do clado Cis-Andino, houve
a formacdo de dois outros clados, o primeiro é formado pelo complexo A. belzebul e A.
guariba, apoiadas com suporte de 0.99 de PP e, o segundo clado, suportado com PP maxima,
é composto pela espécie A. caraya e o complexo de espécies A. seniculus, em uma relagédo
de monofilia reciproca.

Dentro do grupo A. seniculus, nossos resultados recuperaram A. nigerrima como
sendo espécie irma de A. macconnelli, com PP maxima. A espécie A. sara se agrupou com
dois individuos nomeados A. puruensis, provenientes dos estados do Mato Grosso e
Rondonia, ambos na Amazoénia. A espécie A. puruensis tambem se agrupou dentro de A.

seniculus, junto com dois individuos de A. juara. Todos os valores de suportes para 0s
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resultados, envolvendo o agrupamento A. puruensis—A. sara, bem como, A. puruensis e A.

juara, dentro de A. seniculus foram maximos.
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Figura 16: Arvore filogenética mostrando as relac@es entre as espécies de Alouatta, baseada
em inferéncia bayesiana, construida no BEAST usando os genes ATPase 6/8 e Cyt b.

A maioria das datas de divergéncia entre as espécies de Alouatta ocorreram durante

a época do Plioceno. Uma primeira diversificacdo dentro do género ocorreu ha ~6 Ma, entre

o clado Cis-Andino e o Trans-Andino. As espécies da regido Trans-Andina, A. palliata e A.

pigra se separaram ha 2,81 Ma. Entre os Alouatta Sul-americanos, a primeira diversificacao

se deu ha 5,28 Ma, dando origem aos ancestrais do: (1) complexo A. belzebul e A. guariba;

e do (2) complexo A. seniculus e A. caraya. Esse primeiro grupo se dividiu ha 4,34 Ma.

Dentro do segundo grupo, A. caraya se separou do complexo A. seniculus ha 4,35 Ma. O

complexo A. seniculus teve sua primeira separa¢do ha 3,43 Ma. A. sara se separou de A.
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seniculus ha 2,4 Mae, por fim, A. nigerrima se separou de A. macconnelli hd 0,88 Ma (Figura

17).
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Figura 17: Datas de divergéncia estimadas através do BEAST para as espécies de Alouatta
com base em genes mitocondriais.

3.2 Histdria biogeografica

Os resultados do BioGeoBEARS apontaram para 0 modelo DIVALIKE+J como o

gue melhor explica a historia biogeografica dos macacos guariba (Tabela 6). Esse modelo

explica a distribuigdo das linhagens com base em disperséo-vicariancia e com base em

eventos de dispersdo por saltos (jump). O ancestral comum mais recente do género Alouatta
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teve sua diversificacdo inicial dentro do continente Sul-americano, ha cerca de 5,9 Ma.
Nossas analises mostraram que o ancestral dos Alouatta Sul-americano tinha uma
distribuicdo ampla no continente, ocupando ndo apenas areas a oeste e sudeste da Amazonia,
mas também a Mata Atlantica (fig biogeo). A primeira separacdo dentro do grupo dos
Alouatta da América do Sul ocorreu ha cerca de 4,7 milhGes de anos (Figura 18), evento que
deu origem aos clados (A. guariba + complexo A. belzebul) e (A. caraya + grupo A.

seniculus).
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Figura 18: Arvore mostrando as areas ancestrais (letras de A a | na tabela 5) estimadas para
0 género Alouatta usando 0 BioGeoBEARS com o0 modelo DIVALIKE+]J.

O complexo de espécies A. seniculus e a espéecie A. caraya possuem origem no
oeste da Amazonia, onde ocorreu a divergéncia entre esses dois grupos. A populagéo
ancestral que deu origem a espécie atual A. caraya se separou do grupo A. seniculus ha 3,6
Ma, na parte oeste da Amazonia. A separacao inicial do grupo A. seniculus também ocorreu

no oeste da Amazobnia e na area de Rondbdnia ha cerca de 3 Ma. Esse evento, levou a
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separagdo inicial entre a espécies A. macconnelli + A. nigerrima e A. sara + A. seniculus. A
espécie A. sara se separou de A. seniculus ha 2,4 Ma. E finalmente, A. nigerrima, uma das
espécies mais recente do género Alouatta, divergiu de sua espécie irmd, A. macconnelli ha

cerca de 0,5 Ma.

Tabela 6: Comparacdo de valores Log-verossimilhanca, disperséo (D), extin¢do (E), efeito
fundador (J), critérios de informacdo Akaike (AIC e AIC weight) entre os modelos
calculados no BioGeoBEARS.

Modelo LnL " D E J AIC AlC
par. weight

DEC -32,90 2 14e-02 10e12 O 69,81 19e-04
DEC+J -2486 3 1,0e-12 99e-13 0,06 5573 2,2e-01
DIVALIKE -30,41 2 2,0e-02 10e12 O 64,82 2,3e-03
DIVALIKE+J] -23,65 3 1,0e-12 10e-12 0,06 5330 7,5e-01
BAYAREALIKE -50,14 2 33e-02 41e01 O 104,28 6,4¢e-12
BAYAREALIKE+) -27,26 3 1,0e-07 1.0e-07 0,08 6053 2,0e-02

4. DISCUSSAO

Este é o trabalho mais abrangente, taxonomicamente e geograficamente, sobre relacdes
filogenéticas e biogeografia do género Alouatta. Apesar das limitagdes do nimero de loci
empregados no presente estudo, os valores de suporte estatistico que sustentam o arranjo
filogenético mostrado aqui séo todos elevados, acima de 0.95 de PP. Alouatta é dividido em
dois grandes clados, o Cis-Andino, composto pelas espécies que vivem na América do Sul,
e o clado Trans-Andino, formado pelas espécies que vivem na América Central ou norte dos
Andes. A primeira diversificagdo dentro de Alouatta é aproximadamente coincidente com
0s eventos de vicariancia andina que levaram a formagéo das cordilheiras do norte dos Andes
(Lundberg et al. 1998; Gregory-Wodzicki 2000).

A éarea ancestral de Alouatta foi apontada, pelo BioGeoBEARS, como sendo o oeste da
Amazionia, incluindo as regides Trans-Andino e Cis-Andino. Além disso, a Mata Atlantica
também foi indicada como parte da area de origem de diversificacdo de Alouatta (Figura
18). A hipdtese do oeste da Amazo6nia como sendo um centro de origem e diversificagdo ja

foi apontado em diversos trabalhos com primatas do novo mundo, como Ateles (Collins &
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Dubach, 2000; Morales-Jimenez et al. 2015), Aotus (Martins-Junior et al. 2022), Saimiri
(Lavergne et al. 2010) e Alouatta (Cortés-Ortiz et al. 2003). A data da primeira separacao
dentro do clado Cis-Andino coincide com a formacdo da configuracdo geoldgica atual do
Rio Amazonas (Albert et al. 2018). O BioGeoBEARS indicou uma area vasta,
compreendendo a Amazonia e a Mata Atlantica como sendo as regides em que viveram 0s
ancestrais dos Alouatta Cis-Andino.

Os macacos guariba que ocorrem na América Central formam um grupo monofilético.
Tem sido hipotetizado que a origem desse grupo ocorreu por dispersdo, a partir do continente
Sul-americano (Cortés-Ortiz et al. 2003; Ellsworth & Hoelzer 2006). Em outros grupos de
primatas, uma origem por dispersdo também tem sido sugerida para explicar sua ocorréncia
na América Central, como por exemplo, os géneros Ateles, Cebus e Saimiri (Lavergne et al
2010; Martins-Junior et al. 2018; Collins & Dubach 2000). E importante mencionar que
essas dispersdes ocorreram apés o fechamento final do Istmo do Panama, evento que
permitiu uma troca faunistica, incluindo os continentes da América do Sul e América Central
(Flynn et al. 2005).

A época do Plioceno foi uma época de frequentes eventos de especiacdo em Alouatta,
como evidenciado em outros trabalhos (Cortés-Ortiz et al. 2003; Ruiz-Garcia et al. 2017).
Vale ressaltar o trabalho de Doyle et al. (2021), usando 14 marcadores moleculares, que
mostra datas superiores para as diversificagdes entres os macacos guaribas. Provavelmente,
isso ocorreu devido ao uso incorreto do fossil Stirtonia tatacoensis (12,6-13,7 Ma), que é
grupo irmdo de Alouatta (Kay 2015), como ponto de calibracdo para Alouatta ao invés de
Atelidae. Dois principais eventos biogeograficos explicam as principais diversificacdes
dentro do género: primeiro da formagéo do Rio Amazonas e, segundo o desenvolvimento da
diagonal seca da América do Sul.

O clado Sul-americano é formado por dois clados. O primeiro agrupa o complexo A.
belzebul e A. guariba, espécies que ocupam regibes distintas, geograficamente distantes e
separadas por um ecossistema de clima arido. As analises do BioGeoBEARS indicaram que
0 ancestral do complexo A. belzebul e A. guariba viveu tanto na Mata Atlantica quanto no
parte leste da Amazénia (Figura 18). Assim, esse primeiro clado pode ter se formado com o
desenvolvimento do ecossistema seco da Caatinga no nordeste brasileiro. A data de
separacdo entre o complexo A. belzebul e A. guariba (~4 Ma) € coincidente com o periodo

de expansdo de um ecossistema &rido e formacdo da diagonal seca na América do Sul
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(Machado et al. 2021). Apesar desse ambiente xérico ser indspito para macacos (Cortés-
Ortiz et al. 2003), é importante notar que, existem espécies de macacos do mundo que
habitam o ambiente da Caatinga, como o Callicebus barbarabrownae (endémica da
Caatinga), Sapajus xanthosternos, Callicebus coimbrai e Alouatta ululata. O complexo A.
belzebul € composto por diferentes populagdes ou linhagens ou espécies ocorrendo em areas
como o leste da Amazonia, algumas partes do Cerrado e Caatinga, além da Mata Atlantica
do nordeste brasileiro (Gregorin 2006; Viana et al. 2015). E possivel que essa distribuicéo,
seja resquicio de rotas de conexdes passadas entre Amazénia e Mata Atlantica. A rota do
nordeste foi a mais frequente, entre as trés rotas usadas pela fauna de mamiferos entre a
Amazonia e a Mata Atlantica (Machado et al. 2021).

O segundo clado é formado por A. caraya e o complexo A. seniculus. Os resultados do
BioGeoBEARS mostraram que o ancestral comum desse clado viveu na regido oeste da
Amazoénia, como indicado na figura 18. Nossas analises de tempo de divergéncia indicaram
que esse clado se separou hd ~4 Ma, em A. caraya e o complexo A. seniculus. Apés a
separacdo entre o ancestral de A. caraya e o ancestral das espécies do complexo A. seniculus,
0s ancestrais de A. caraya, provavelmente foram ocupando habitas mais ao sul. Atualmente,
a espécie A. caraya esta presente em varios ecossistemas da América do Sul, ocorrendo no
Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, e no sul da Amazonia, onde pode ocorrer em simpatria
com outras espécies de Alouatta. Além disso, a distribuicdo atual de A. caraya ndo coincide
com nenhuma barreira geografica clara (Cortés-Ortiz et al. 2003).

No presente trabalho, o complexo de espécies A. seniculus foi composto por A. seniculus,
A. macconnelli, A. nigerrima e A. sara. A primeira separacado, dentro desse grupo, foi entre
(A. macconnelli, A. nigerrima) e o ancestral de (A. seniculus, A. sara) ha ~3 Ma.
Tradicionalmente, considera-se que a distribuicdo de A. macconnelli esta restrita a regido
das guianas, limitada ao sul pelo Rio Amazonas e a Oeste pelo Rio Negro (Cortés-Ortiz et
al. 2015). Essa distribuicéo € similar a de outras espécies de primatas com datas diferentes
de formacdo, como Ateles paniscus (3,5 Ma) e Saimiri sciureus (2,3 Ma) (Morales-Jimenez
et al. 2015; Lavergne et al. 2010). A area ancestral de A. seniculus, A. macconnelli, A.
nigerrima e A. sara foi apontada, pelo BioGeoBEARS, como sendo o oeste da Amaz6nia e
Rondonia (Figura 18). De acordo com nossos resultados, esse ancestral ndo habitava a regido
das Guianas, assim ndo podemos indicar as causas subjacentes a formacdo de A.

macconnelli, que, provavelmente, migrou para o planalto das Guianas a partir de Rondénia.



57

O que reafirma a visao de que embora as distribui¢fes geogréaficas de algumas espécies de
Alouatta sejam limitadas atualmente por rios, ndo podemos explicar as origens dessas
espécies simplesmente por vicariancia através dessas barreiras (Cortés-Ortiz et al. 2003).
Além disso, surpreendentemente, a espécie A. nigerrima é irma de A. macconnelli, resultado
obtido também por Bonvicino et al. (2001) e Janiak et al. (2022). Essas duas espécies irméas
ocorrem nos lados Sul e Norte do Rio Amazonas, mas possuem divergéncia recente, 0,8 Ma
no presente estudo. Assim, o Rio Amazonas ndo € uma barreira de isolamento para essas
espeécies de Alouatta. De forma similar, para a espécie Sapajus apella, o Rio Amazonas nédo
constitui barreira geogréfica, pois S. apella ocorre em ambas as margens do Rio Amazonas
(Martins-Junior et al. 2018). Por fim, vale mencionar que ha excecdes, A. macconnelli ocorre
sempre na margem norte do Rio Amazonas, mas um individuo ja foi coletado na margem
sul, proximo ao Lago Batista, Amazonas (Gregorin 2006).

A segunda separacdo dentro desse complexo se deu entre A. seniculus e A. sara. A
espécie A. sara foi elevada ao status de espécie, a partir dos estudos de citogenética de
Minezawa et al. (1985). Considera-se que a distribuicdo dessa espécie esta limitada a Bolivia
e algumas regides do sul do Peru (Cortés-Ortiz et al. 2015; Ruiz-Garcia et al. 2016). Apesar
disso, em nossas analises filogenéticas, alguns individuos do téxon A. puruensis
provenientes dos estados do Mato Grosso e Rondonia, agruparam se com A. sara. Logo, a
distribuicdo de A. sara deve ser mais ampla do que se acredita hoje. Mais estudos sobre a
delimitacdo e distribuicdo geogréafica sdo necessarios para se entender a evolugédo e origem
de A. sara. A espécie A. puruensis também se agrupou dentro de A. seniculus, junto com A.
juara. Assim, A. puruensis ndo € um grupo monofilético, mas sim polifilético, pois forma
um taxon ndo natural, se agrupando com duas espécies distintas. Da mesma forma, A. juara
ndo pode ser sustentada como espécie independente pois, na nossa arvore, ela ficou inserida

dentro de A. seniculus.

5. CONCLUSOES

Este estudo fez a primeira anélise biogeografica dos macacos guaribas usando métodos
probabilisticos e realizou a mais ampla analise filogenética do género Alouatta, reunindo um

banco de dados com dois genes mitocondriais para 13 taxa de macacos guariba. Os
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resultados deste estudo apontam que a primeira separacdo em Alouatta ocorreu ha cerca de
6 milhdes de anos, data que coincide, aproximadamente, com a formacdo do norte dos
Andes, que presumivelmente, teria levado a esse evento. O oeste da Amazodnia foi uma area
importante na radiacdo de espécies dentro do género. E possivel que a formacdo do Rio
Amazonas transcontinental possa ter levado a primeira separagdo dentro do clado Sul-
americano de Alouatta. Além disso, os principais eventos de diversificagdo em Alouatta
aconteceram durante o Plioceno. Embora algumas espécies possuam origem mais recente,
no pleistoceno. A. puruensis ndo se sustenta como um taxon valido, ndo devendo ser mais
usado nos arranjos taxondmicos. O oeste da Amazénia foi apontado como uma area chave
da origem e diversificacdo dos principais grupos do género, além da formacdo da diagonal

seca do continente Sul-americano.
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Tabela S6: Espécies, origem geografica, cédigo de acesso e referéncias bibliograficas para as sequéncias de citocromo b usadas no presente

estudo.
Species ID Coordenadas Origin GenBank Reference
Geograficas Accession
Alouatta guariba AgRioJan - Rio de Janeiro, Brazil DQ679771 Harris et al. (2005)
Alouatta guariba AQARG -26.94, -54.51  Misiones, Argentina OM328862  Janiak et al. (2022)
A. belzebul AbTu - Tucurui, Para, Brazil AY374348 Nascimento et al. (2005)
A. belzebul AbSAPPB - Sapé, Paraiba, Brazil DQ398007 Nascimento et al. (2008)
A. belzebul AbALT -3.39, -2 Pard, Brazil OM328949 Janiak et al. (2022)
A. ululata AuCM - Campo Maior, Piaui, Brazil MW958296  Povill et al. (2022)
A. ululata AuDP - Delta do Parnaiba, Brazil MW958297  Povill et al. (2022)
A. discolor AdXiW - Oeste do Xingu, Par, Brazil MW958281  Povill et al. (2022)
A. discolor AdP -3.37,-51.97  Para, Brazil OM328950 Janiak et al. (2022)
A. caraya AcSM - Serra da Mesa, Goias, Brazil DQ350636 Nascimento et al. (2007)
A. caraya AcSCB - Santa Cruz, Bolivia AY065891 Cortés-Ortiz et al (2003)
A. caraya AcArg -27.65, -56.07  Corrientes, Argentina OM328861  Janiak et al. (2022)
A. caraya AcCROND -12.3,-63.32  Ronddnia, Brazil OM328891 Janiak et al. (2022)
A. caraya AcYaltPA - Yaciretd, Itapua, Paraguay DQ924863 Ascunce et al. (2007)
A. macconnelli AmBAL2532 - Balbina, Amazonas, Brasil Este estudo Este estudo
A. macconnelli AmPD0417 -0.38-64.79  Amazonas, Brazil OM329044 Janiak et al. (2022)
A. macconnelli AmPDO0135 -0.98,-61.89  Roraima, Brazil OM328915 Janiak et al. (2022)
A. macconnelli AmPDO0416 -1.46, -56.78  Para, Brazil 0OM329045 Janiak et al. (2022)
A. macconnelli AmPDO0005 0.85,-63.48  Amazonas, Brazil OM328867 Janiak et al. (2022)
A. macconnelli Astram - Barcelos, Amazonas, Brazil AF289983 Bonvicino et al. (2001)
A. nigerrima AnAV -3.31,-55.33  Par4, Brazil OM328951 Janiak et al. (2022)
A. nigerrima AnIT84 - Itaituba, Par, Brasil Este estudo Este estudo
A. sara AsaBO - Bolivia AY065887 Cortés-Ortiz et al. (2003)



A. sara AsaPER - Peru KR902386 Ghersi et al. (2015)

A. puruensis ApuMT -9.95,-56.06  Mato Grosso, Brazil OM328888 Janiak et al. (2022)

A. puruensis ApuROND -13.24,-60.34 Rond6nia, Brazil OM329055 Janiak et al. (2022)

A. puruensis ApuAMAZON -4.98, -62.97  Amazonas, Brazil OM329047 Janiak et al. (2022)

A. juara AjuPD0421 -3.22,-67.38  Amazonas, Brazil 0OM329049 Janiak et al. (2022)

A. juara AjuPD0420 -3.21,-67.40  Amazonas, Brazil OM329048 Janiak et al. (2022)

A. seniculus AsPD0428 -0.47 -64.58  Amazonas, Brazil OM329056 Janiak et al.(2022)

A. seniculus AsNebli 0.77,-65.71  Neblina, Brazil OM328914 Janiak et al. (2022)

A. seniculus AsRIioAI -0.59, -64.91  Rio Aiuana, Brazil OM329046 Janiak et al. (2022)

A. seniculus AsCOL - Colombia AY065886 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A seniculus AsYasEQ - Equador KJ452773 Morales-Jimenez et al. (2015)
A. palliata ApaSME - Sudeste do México MW452913  Solorzano-Garcia et al. (2021)
A. palliata ApaCR - Costa Rica OM328926 Janiak et al. (2022)

A. palliata ApaAEQ - Barro colorado, Panamé AY065883 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A. palliata AcoiRIiORIA - Rio Oria, Panaméa AY065882 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A. pigra ApiME - México AY065885 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A. pigra ApiMEX - Meéxico AY065884 Corteés-Ortiz et al. (2003)
Ateles paniscus Atpan -1.42,-56.72  Para, Brazil OM328893 Janiak et al. (2022)
Ateles chamek Atcham -9.97,-56.08  Mato Grosso, Brazil OM328892  Janiak et al. (2022)
Ateles geoffroyi Atgeo - Costa Rica OM328927 Janiak et al. (2022)
Lagothrix lagotricha Lla -6.94, -69.72  Amazonas, Brazil OM328878 Janiak et al. (2022)
Brachyteles arachnoides  Br - CPRJ JX262672 Schrago et al. (2012)
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Tabela S7: Espécies, origem geogréfica, codigo de acesso e referéncias bibliogréficas para as sequéncias do gene ATP 6/8 usadas no presente

trabalho.
Species ID Coordenadas Origin GenBank Reference
Geogréficas Accession
A. guariba AgJARG -26.94,-54.51  Misiones, Argentina OM328862  Janiak et al. (2022)
A. guariba AgRioJan - Rio de Janeiro, Brasil AY065861 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A. belzebul AbTu - Tucurui, Para, Brazil AY374348 Nascimento et al. (2005)
A. belzebul ADALT -3.39, -52 Par4, Brazil OM328949  Janiak et al. (2022)
A. discolor AdXiW - Oeste do Xingu, Brazil MW958281  Povill et al. (2022)
A. discolor AdP -3.37,-51.97 Par4, Brazil OM328950  Janiak et al. (2022)
A. caraya AcSCB - Santa Cruz, Bolivia AY065859 Cortés-Ortiz et al (2003)
A. caraya AcArg -27.65, -56.07  Corrientes, Argentina OM328861  Janiak et al. (2022)
A. caraya AcCROND -12.3, -63.32 Rondbnia, Brazil OM328891  Janiak et al. (2022)
A. juara AjuPD0420 -3.21, -67.40 Amazonas, Brazil OM329048  Janiak et al. (2022)
A. juara AjuPD0421 -3.22, -67.38 Amazonas, Brazil OM329049  Janiak et al. (2022)
A. puruensis ApuAMAZON -4.98, -62.97 Amazonas, Brazil OM329047  Janiak et al. (2022)
A. sara AsaBO - Bolivia AY065856 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A. puruensis ApuMT -9.95, -56.06 Mato Grosso, Brazil OM328888  Janiak et al. (2022)
A. puruensis ApuROND -13.24,-60.34  Rondodnia, Brazil OM329055  Janiak et al. (2022)
A. seniculus AsNebli 0.77,-65.71 Neblina, Brazil OM328914  Janiak et al. (2022)
A. seniculus AsRIoAI -0.59, -64.91 Rio Aiuana, Brazil OM329046 Janiak et al. (2022)
A. seniculus AsCOL - Colémbia AY065855 Cortés-Ortiz et al. (2003)
A. seniculus AsPD0428 -0.47 -64.58 Amazonas, Brazil OM329056 Janiak et al. (2022)
A. macconnelli AmBAL2532 - Balbina, Amazonas, Brasil Este estudo Este estudo
A. macconnelli AmPDO0417 -0.38 -64.79 Amazonas, Brazil OM329044 Janiak et al. (2022)
A. macconnelli AmPDO0135 -0.98, -61.89 Roraima, Brazil OM328915 Janiak et al. (2022)



A. macconnelli
A. macconnelli

A. nigerrima
A. nigerrima
A. palliata
A. palliata
A. palliata
A. palliata
A. pigra

A. pigra

Ateles paniscus

Ateles chamek

Ateles geoffroyi
Lagothrix lagotricha

AmPD0416
AmPDO0005
AnAvV
AnIT84
ApaSME
ApaCR
ApaAEQ
AcCoiRIORIA
ApiME
ApiMEX
Atpan
Atcham
Atgeo

Lla

Brachyteles arachnoides Br

-1.46, -56.78
0.85, -63.48
-3.31, -55.33

-1.42, -56.72
-9.97, -56.08

-6.94, -69.72

Para, Brazil
Amazonas, Brazil
Para, Brazil
Itaituba, Para, Brasil
Vera Cruz, Mexico
Costa Rica

Barro colorado, Panama
Rio Oria, Panama
Tabasco, Mexico
Tabasco, Mexico
Para, Brazil

Mato Grosso, Brazil
Costa Rica
Amazonas, Brazil
CPRJ

OM329045
OM328867
OM328951
Este estudo
AY065845
OM328926
AY065852
AY065851
AY065853
AY065854
OM328893
OM328892
OM328927
OM328878
JX262672
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Janiak et al. (2022)
Janiak et al. (2022)
Janiak et al. (2022)

Este estudo

Cortés-Ortiz et. (2003)
Janiak et al. (2022)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Janiak et al. (2022)
Janiak et al. (2022)
Janiak et al. (2022)
Janiak et al. (2022)
Schrago et al. (2012)
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CONCLUSAO GERAL

O género Alouatta é composto por dois clados: O Mesoamericano e o Sul-americano.
O género pode ser dividido em dois grupos monofiléticos, com relacdo as espécies Sul-
americanas. O primeiro juntando o complexo A. belzebul e com a espécie A. guariba, e 0
segundo grupo formado por A. caraya e pelo complexo de espécies amazonicas A. seniculus.
A época do Plioceno foi um periodo em que ocorreram 0s principais eventos de separagdo
dentro dos grupos Sul-americano e Mesoamericano. O complexo A. belzebul e A. guariba
s&0 grupos irmaos, sugerindo uma conexao histérica entre a Amazoénia e Mata Atlantica, que
foi rompida durante o Plioceno. As espécies A. nigerrima e A. discolor podem ser
consideradas linhagens distintas, com histérias evolutivas independentes. A origem dessas
duas espécies ocorreu durante o Pleistoceno, e estdo entre as espécies com origem e
diversificacdo mais recente dentro do género.

O género Alouatta apresenta uma ampla distribuicdo geografica. Ao longo de sua
distribuicdo nas Ameéricas, sdo poucos o0s estudos que integraram amostras de diferentes
pontos geograficos em um contexto filogenético ou biogeografico. O estudo dessa tese
incluiu a primeira andlise biogeografica dos macacos guaribas usando métodos
probabilisticos e realizou uma analise filogenética do género Alouatta, reunindo um banco
de dados com dois genes mitocondriais para 13 taxa de macacos guariba. Os resultados deste
estudo apontam que a primeira separacao em Alouatta ocorreu ha cerca de 6 milhdes de
anos, data que coincide, aproximadamente, com a formagdo do norte dos Andes, que
presumivelmente, teria levado a esse evento. O oeste da Amazonia foi uma area importante
na radiacdo de espécies dentro do género. E possivel que a formacdo do Rio Amazonas
transcontinental possa ter levado a primeira separacdo dentro do clado Sulamericano de
Alouatta. O Plioceno foi uma época de alta frequéncia de eventos de diversificacdo em
Alouatta. Embora algumas espécies possuam origem mais recente, no pleistoceno. O taxon
A. puruensis ndo se sustenta como uma espécie valida, ndo devendo ser mais usado nos
arranjos taxonémicos, uma vez que esse taxon se agrupa dentro de um clado com A.
seniculus, mas também dentro de outro clado com A. sara, formando assim um grupo
polifilético. Além disso, presumivelmente, A. sara apresenta uma distribuicdo geogréafica
mais ampla do que a referida na literatura. O oeste da Amazénia foi apontado como uma
area chave da origem e diversificagdo dos principais grupos do género, além da formacéo da

diagonal seca do continente Sul-americano.





