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ESTRUTURA DA TESE

O presente estudo esta dividido em quatro capitulos, considerando o primeiro como uma
Introducdo Geral e os trés capitulos subsequentes como os artigos cientificos que serdo
submetidos a revistas qualificadas na area de estudo. Abaixo segue uma breve descri¢do

sobre o contetudo de cada capitulo:

Capitulo 1. Neste capitulo, a Introducdo Geral abordara as consideracfes gerais sobre a
subfamilia Callitrichinae, destacando os aspectos que agrupam os sete géneros estudados, as
questdes taxondmicas, 0s aspectos daecologia e dadistribuicdo de cada género, bem como
0s principais problemas que envolvem esse grupo de primata Neotropical e que norteiam
esta pesquisa. No final deste capitulo, encontram-se os objetivos gerais e especificos deste

estudo.

Capitulo 1. Neste capitulo esta o artigo intitulado: Filogenia molecular e reconstrucéo

biogeogréafica da subfamilia Callitrichinae (Primates, Cebidae).

Aqui utilizamos analises filogenéticas e biogeografica para elucidar as relagdes atuais de
parentescos entre 0s géneros da subfamilia Callitrichinae e discutimos os principais eventos
que norteiam a historia biogeografica deste importante grupo de primatas do Novo Mundo,

com base em sequéncias do genoma mitocondrial completo.

Capitulo 111. Neste capitulo esta o artigo intitulado: Mitogenbmica comparativa revela

estrutura, organizacao e cddigo genético dos Primatas Neotropicais.

Neste capitulo, realizamos um estudo comparativo com 25 mitogenomas da subfamilia
Callitrichinae, e fornecemos os primeiros dados de mitogenémica comparativa para 0s sete
géneros de Calitriquideos. Além disso, descrevemos, pela primeira vez, 0 mitogenoma de
representantes do género Mico e Leontocebus, trazendo informagfes de extrema relevancia

para o entendimento da organizacdo do genoma e evolugdo dos primatas Neotropicais.



Capitulo 1V. Este capitulo corresponde ao artigo intitulado: Analise filogenética baseada
no genoma mitocondrial completo do mico-ledo de cara dourada Leontopithecus

chrysomelas traz novos insights sobre as interrelacées na subfamilia Callitrichinae.

Neste estudo, descrevemos a composicao e organizacdo do genoma mitocondrial de
Leontopithecus chrysomelas, uma espécie de mico-ledo atualmente ameacada na natureza, e
inferimos seu posicionamento filogenético no género Leontopithecus com base no genoma

mitocondrial completo.

Ao final da tese estd a Conclusdo Integradora, a qual descreve as principais

contribuicBes geradas a partir desta pesquisa.



RESUMO

Os primatas Neotropicais sdo endémicos das Américas do Sul e Central. Dentre eles, a
subfamilia Callitrichinae possui a maior diversidade de espécies, reunindo os primatas de
pequeno porte que ocorrem na Amazonia e na Mata Atlantica, os quais séo distribuidos em sete
géneros: Saguinus, Leontocebus, Leontopithecus, Callimico, Callithrix, Mico e Cebuella. A
subfamilia Callitrichinae é sem duvida uma das mais complexas quanto a taxonomia e aos
relacionamentos inter e intra-genéricos. As principais questdes em aberto e que norteiam o
desenvolvimento destatese referem-se i) as discussdesa respeito das relacGes filogenéticas entre
as espécies do género Callithrix, ii) quanto ao posicionamento do emblematico M. humilis, iii)
a relacdo de parentesco entre Saguinus e Leontopithecus e iv) a relagdo do grupo irmao desta
subfamilia. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo inferir as relaces de parentesco
dentro de um quadro biogeografico condizente com a distribui¢do dos primatas Neotropicais e,
desta forma, avancar o conhecimento acerca da histéria evolutiva da subfamilia Callitrichinae
com base em sequencias do genoma mitocondrial. Os resultados produzidos sobre a
mitogendmica comparativa evidenciaram que o genoma mitocondrial dos primatas Neotropicais
corresponde a uma molécula de dupla fita circular, composta por 38 genes, dos quais 13 genes
sdo codificadores de proteinas, 22 de tRNA, 2 de rRNA e duas regides ndo codificadoras. Com
excecdo do gene ND6 e de oito genes de tRNA, todos os outros genes sdo codificados na cadeia
pesada. Os resultados do presente estudo evidenciaram a presenca de uma sequéncia néo
codificadora com cerca de 32 pb entre os genes de tRNA Asparagina e Cisteina. Os genes
codificadores de proteinas apresentaram quatro diferentes start cédons: ATG, ATA e ATT e
GTG. Foram observados quatro stop cédons completos: TAG, TGA, TAA e AGG, este tltimo
exclusivo do gene COl. O uso de aminoacidos mostra que a Isoleucina, Leucina, Prolina, Serina
e Treonina foram dominantes em relacdo aos demais aminoacidos. Estes amino&cidos sdo, em
sua maioria, compostos por Aou T na segunda e terceira posicdo do codon, contribuindo para o
viés A+T em todo o mitogenoma. Ndo observamos rearranjos de genes em todo o genoma
mitocondrial, e nas familias Cebidae, Atelidae e Pitheciidae, a regido controle é a principal fonte
de variagdo no tamanho dos mitogenomas. As analises de Maxima Verossimilhanca e de
Inferéncia Bayesiana foram congruentes e recuperaram o monofiletismo do género Mico,
incluindo o mico-ando M. humilis. A estimativa de tempo de divergéncia mostrou que 0
surgimento de M. humilis e de C. aurita ocorreu praticamente num mesmo momento e reforga a
proposta de que “humilis” pertence a Mico e ndo ao género Callibella. As topologias refutaram
Saguinus e Leontopithecus como grupo-irméos. No presente estudo, Aotus foi recuperado como
grupo-irmdo dos Cebideos, estando estes mais proximamente relacionados com a subfamilia
Callitrichinae. A reconstrucdo do cenério biogeografico revelou que o ancestral dos
calitriquideos possuia ampla distribuicdo nas regides florestais de Imeri, Napo e Negro h4 19.3
Ma. O padréo de diversificacdo dos géneros Leontopithecus e Callithrix corroborou a hipotese
de conexdo entre a Amazonia e a Mata Atlantica. Ocorreram varias colonizagfes na Mata
Atlantica, primeiro por Leontopithecus ha cerca de 18 Ma e mais tarde por Callithrix por volta
de 5.1 Ma. Na bacia Amaz6nica, a diversificacdo dos géneros Leontocebus e Saguinus ocorreu
aproximadamente ha 13.1 Ma, e posteriormente, Cebuella e Mico diversificaram ha 8.1 Ma. As
mudancas no sistema de drenagem fluvial da Amazonia, formacdes geoldgicas e as mudancas
climaticas do Plio-Pleistoceno foram os principais impulsionadores da origem e diversificacéo
das espécies atuais de Calitriquineos. Este estudo, traz pela primeira vez, dados de todos os
géneros de Calitriquineos refletindo as reais relacdes de parentesco e discutindo os principais
eventos que norteiam a historia biogeografica deste importante grupo de primatas do Novo
Mundo.

Palavras-chave: Filogenia, mtDNA, Origem da Cadeia Leve, Primatas do Novo Mundo,
Callitrichinae.



ABSTRACT

Neotropical primates are endemic to South and Central America. Among them, the subfamily
Callitrichinae has the greatest diversity of species, bringing together the small primates that
occur in the Amazon and Atlantic Forest, which are distributed in seven genera: Saguinus,
Leontocebus, Leontopithecus, Callimico, Callithrix, Mico and Cebuella. The Callitrichinae
subfamily is undoubtedly one of the most complex, in terms of taxonomy and inter- and intra-
generic relationships. The main open questions that guide the development of this thesis refer to
i) the discussions about the phylogenetic relationships between the species of the genus
Callithrix, ii) the positioning of the emblematic M. humilis, iii) the kinship between Saguinus
and Leontopithecus and iv) the relationship of the sister group of this subfamily. Therefore, the
present study aimed to infer kinship relationships within a biogeographic framework consistent
with the distribution of Neotropical primates and, in this way, advance knowledge about the
evolutionary history of the subfamily Callitrichinae based on mitochondrial genome sequences.
The results produced on comparative mitogenomics showed that the mitochondrial genome of
Neotropical primates correspondsto a circular double-stranded molecule, composed of 38 genes,
of which 13 genes code forproteins, 22 fortRNA, 2 forrRNA and two non-coding regions. With
the exception of the ND6 gene and eight tRNA genes, all other genes are encoded in the heavy
chain. The results of the present study showed the presence of a non-coding sequence with
approximately 32 bp between the tRNA genes Asparagine and Cysteine. Protein-coding genes
had four different start codons: ATG, ATA and ATT and GTG. Four complete stop codons were
observed: TAG, TGA, TAA and AGG, the latter exclusive to the COI gene. The use of amino
acids shows that Isoleucine, Leucine, Proline, Serine and Threonine were dominant in relation
to the other amino acids. These amino acids are mostly composed of A or T in the second and
third codon positions, contributing to the A+T bias throughout the mitogenome. We did not
observe gene rearrangements throughout the mitochondrial genome, and in the Cebidae,
Atelidae and Pitheciidae families, the control region is the main source of variation in
mitogenome size. The Maximum Likelihood and Bayesian Inference analyzes were congruent
and recovered the monophyly of the genus Mico, including the dwarf tamarin M. humilis. The
divergence time estimate showed that the emergence of M. humilis and C. aurita occurred
practically at the same time and reinforces the proposal that “humilis” belongs to Mico and not
to the genus Callibella. Topologies refuted Saguinus and Leontopithecus as sister groups. In the
presentstudy, Aotus was recovered asa sister group to the Cebids, which are more closely related
to the subfamily Callitrichinae. The reconstruction of the biogeographic scenario revealed that
the callitrichid ancestor had a wide distribution in the forest regions of Imeri, Napo and Negro
for 19.3 Ma. The pattern of diversification of the genera Leontopithecus and Callithrix
corroborated the hypothesis of a connection between the Amazon and the Atlantic Forest. The
data indicate that there were several colonizations in the Atlantic Forest, first by Leontopithecus
around 18 Ma and later by Callithrix around 5.1 Ma. In the Amazon basin, the diversification of
the Leontocebus and Saguinus genera occurred approximately 13.1 Ma ago, and later, Cebuella
and Mico diversified in 8.1 Ma. Changes in the Amazon river drainage system, geological
formations, and Plio-Pleistocene climate change were the main drivers of the origin and
diversification of present-day Callitrichine species. This study, for the first time, brings data
fromall genera of Callitrichines, reflecting the real kinship relationshipsand discussing the main
events that guide the biogeographic history of this important group of New World primates.

Keywords: Phylogeny, mtDNA, Origin of Light Strand, New World Primates, Callitrichinae
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1 INTRODUCAO
1.1 Primatas do Novo Mundo e a subfamilia Callitrichinae — Uma visdo geral

Os primatas neotropicais, também chamados de Platyrrhini ou primatas do Novo
Mundo, sdo endémicos das Américas do Sul e Central (HERSHKOVITZ,1977). Estima-se que
provavelmente tenham se originado ha cerca de 43,5 milhdes de anos a partir de um ancestral
comum com primatas do Velho Mundo, os Catarrhini (PERELMAN et al. (2011). Atualmente,
sdo reconhecidos 19 géneros de primatas do Novo Mundo agrupados em trés familias, Cebidae,
Atelidae e Pitheciidae, sendo a familia Cebidae, por sua vez, subdividida nas subfamilias
Cebinae, Aotinae e Callitrichinae (SCHNEIDER, 2000; SCHNEIDER & SAMPAIQ, 2015).
Tradicionalmente, a subfamilia Callitrichinae Gray, 1821 compreenderia 0s seguintes géneros:
Callithrix  Erxleben, 1777; Cebuella Gray, 1866; Saguinus Hoffmannsegg, 1807;
Leontopithecus Lesson, 1840 e Callimico Miranda-Ribeiro, 1911.

Os pequenos micos da Amazonia juntamente com os da mata Atlantica eram
formalmente considerados como pertencentes ao género Callithrix (HERSHKOVITZ, 1977).
Entretanto, estudos apoiados em dados moleculares e biogeograficos (SCHNEIDER et al.,
1993, 1996; RYLANDS et al., 2000) propuseram a manutencdo do nome Callithrix para 0s
micos da mata Atlantica e a denominagdo de Mico Lesson, 1840 para 0s micos da regido
Amazonica.

Van Roosmalen & Van Roosmalen (2003) realizaram uma andlise filogenética
envolvendo varios géneros da subfamilia Callitrichinae e concluiram que uma espécie de mico
de pequeno porte (Mico humilis) que eles haviam descoberto ha algum tempo (VAN
ROOSMALENetal., 1998) era suficientemente distinta de Cebuella e dos demais micos e que,
portanto, deveria ser considerada como um novo género. Este género, entdo, foi denominado
de Callibella VVan Roosmalen & Van Roosmalen, 2003.

Entretanto, Schneider et al. (2012) realizaram um estudo muito mais extensivo
demonstrando inequivocamente a existéncia de trés linhagens independentes de micos, sendo
uma na Mata Atlantica (Callithrix), e duas na Amazénia (Mico e Cebuella), e a relacdo
monofilética do género Mico incluindo o mico-ando (M. humilis), indicando conclusivamente
0 pertencimento deste taxon ao género Mico.

Buckner et al. (2015), com base em sequéncias do genoma mitocondrial e em genes
nucleares propuseram um novo arranjo taxonémico para o até entdo género Saguinus. Suas
andlises corroboraram a existéncia de dois grandes clados dentro de Saguinus, como observado
em estudos anteriores (ARARIPE et al., 2008; TAGLIARO et al., 2005). O primeiro clado
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refere-se aos grandes micos e o segundo compreende todas as espécies do grupo nigricollis ou
de pequeno porte.

Ainda de acordo com o trabalho de Buckner et al. (2015), as analises de tempo de
divergéncia demonstraram que os dois grandes grupos morfolégicos divergiram ha cerca de 9,1
Ma, mostrando-se superior ao tempo de divergéncia observado entre outros géneros de primatas
neotropicais (Cebuella x Mico: 4,5 Ma; Cebus x Sapajus: 6,2 Ma). Os dois subclados existentes
em Saguinus resultantes dessa divisdo ndo sdo apenas geneticamente divergentes, mas também
sdo diferenciados por caracteristicas morfologicas, ecoldgicas, biogeograficas e
comportamentais (BUCKNER etal., 2015; MATAUSCHEK etal., 2011). Buckner et al. (2015)
sugerem a divisdo de Saguinus em dois géneros. Desta forma, o género Saguinus passa a
agrupar apenas as espécies de grande porte e 0 novo género, Leontocebus, compreende todas
as espécies de pequeno porte (BUCKNER et al., 2015).

1.2 A subfamilia Callitrichinae sensu Schneider, 2000

A subfamilia Callitrichinae possui uma grande diversidade de espécies, constituindo a
subfamilia mais rica em espécies de primatas do Novo Mundo (RYLANDS et al., 2000).
Algumas destas espécies sdo atualmente consideradas pela Unido Internacional para
Conservacao daNatureza e dosRecursos Naturais (IUCN), em perigo ou vulneraveis a extingdo
na natureza como consequéncia do desmatamento, fragmentacdo de habitat, expansdo da area
urbana e construgdo de rodovias (IUCN, 2021; RYLANDS et al., 2008) (Apéndice 1).
Atualmente a subfamilia Callitrichinae agrupa sete géneros que incluem os saguis amaz6nicos
(Mico e Cebuella), os saguis da Mata Atlantica (Callithrix), o macaco goeldi (Callimico), micos
(Saguinus e Leontocebus) e os micos-ledes (Leontopithecus) (SCHNEIDER et al.,, 2012;
RYLANDS etal., 2016). Sdo reconhecidas 43 espécies, totalizando 64 taxons validos, incluindo
espécies e subespécies (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009; MATAUSCHEK et al., 2011;
COSTA-ARAUJO et al., 2021) (Apéndice 2).

Os calitriquineos apresentam ampla distribuicdo na Regido Neotropical, ocorrendo do
norte da Colémbia e Panaméa ao sul do Brasil, onde exploram os mais diversificados tipos de
habitats (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009) (Figura 1). Este grupo de primata do Novo
Mundo é composto por pequenos macacos diurnos que apresentam grande variacdo na
coloracdo dapelagem, pequeno tamanho corporal, unhas em forma de garras, exceto no polegar

(ausente em Callimico); molares com trés cuspides e auséncia de terceiro molar, exceto em



Callimico, que apresenta o terceiro molar de forma reduzida; parto gemelar (exceto em
Callimico, que apresenta parto com apenas um filhote) (CORTES-ORTIZ, 2009;
HERSHKOVITZ,1977; PORTER & GARBER, 2004). Sua alimentacdo € muito variada, sendo
a dietarica em frutos, insetos, néctar, exsudadose pequenos vertebrados (VAN ROOSMALEN
& VAN ROOSMALEN, 2016).

Callimico
% Callithrix
Cebuella
Leontocebus

Leontopithecus
Mico
Saguinus

w5

Figura 1 — Area de distribuicdo geografica dasubfamilia Callitrichinae. Fonte: A distribuicio
geogréfica foi obtida através da sobreposicdo dos shapes das espécies de cada género
disponibilizados pela ITUCN (2021) e corrigido com base em Kierulff et al. (2008), Porter &
Garber (2004), Rylands et al. (2016), Rylands & Mittermeier (2009) e Van Roosmalem & Van
Roosmalem (2016).

A adicdo de novos géneros na subfamilia Callitrichinae, como Mico e Leontocebus, esta
intimamente relacionada a resultados de filogenias moleculares, e que tem gerado motivos de

grandes debates entre grupos que defendem a reducdo do nimero de géneros, com base em alta
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similaridade genérica entre taxons, e os defensores da manutencdo do status genérico de
algumas formas tradicionais (BUCKNER etal., 2015; GROVES, 2012,2016; MATAUSCHEK
etal.,, 2011; RYLANDS et al., 2000; SCHNEIDER et al., 1993; SILVA et al., 2018).

Em um estudo pioneiro envolvendo 16 géneros de primatas do Novo Mundo, Schneider
et al. (1993), publicaram a primeira filogenia molecular a partir de sequéncias do gene Epsilon-
globina. De acordo com estes dados, 0s géneros Aotus, Cebus e Saimiri mostraram-se mais
estritamente relacionados aos calitriquineos do que com as demais linhagens de platirrinos, e
Callimico revelou-se como o grupo irmao de Callithrix-Cebuella.

Barroso et al. (1997) sugeriram, com base em analises de sequéncias do gene IRBP, que
Cebuella pygmaea fosse alocado no género Callithrix. De acordo com os autores, Cebuella
pygmaea é mais semelhante as espécies de Callithrix da Amazdnia do que Callithrix da
Amazonia versus Callithrix da Mata Atlantica, justificando assim o posicionamento de
Cebuella como espécie de Callithrix.

A similaridade genética entre Cebuella e as espécies de Callithrix da Amazénia foi
avaliada por Rylands et al. (2000). Neste estudo, os autores defenderam a manutencdo do
género Cebuella, com base em suas especializacbes morfologicas e no seu tamanho diminuto,
as quais sdo caracteristicas que o diferenciam das espécies de Callithrix da Amazonia. Para que
Cebuella fosse mantido como um género distinto, Rylands e colaboradores propuseram que 0s
dois grupos de Callithrix (grupo jacchus e grupo argentata) deveriam ser nominados como
géneros diferentes. Desta forma, os autores propuseram o resgate do nome Mico Lesson, 1840
para representar o género que passa a agrupar as espécies amazonicas de Callithrix, e 0 nome
Callithrix foi mantido, para representar as espéecies da Mata Atlantica.

Uma nova espécie amazonica que havia sido descrita como Callithrix humilis (VAN
ROOSMALEN et al., 1998) foi elevada ao status genérico, sendo nominada de Callibella
humilis por van Roosmalen & van Roosmalen (2003). De ocorréncia em uma pequena area no
meio da distribuicdo de Mico e Cebuella, no interflavio entre os rios Madeira e Aripuand,
Callibella humilis possui a menor distribuicdo dentre os pequenos primatas da Amazonia (VAN
ROOSMALEN et al., 1998), o seu status genérico foi defendido com base em uma filogenia
molecular a partir de sequéncias da Regido Controle do DNA mitocondrial, em que C. humilis
aparece externamente ao agrupamento de Cebuella e as espécies de Mico (VAN ROOSMALEN
& VAN ROOSMALEN, 2003).

Schneider et al. (2012) fizeram uma reanalise dos dados mitocondriais usados por Van
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Roosmalen & Van Roosmalen (2003), e adicionaram novos dados de sequéncias de segmentos
de inser¢des Alu do genoma nuclear. Os resultados deste estudo demonstraram que C. humilis
esta mais estreitamente relacionado a Mico do que a Cebuella. Com base nesse novo arranjo
filogenético e nos niveis de divergéncia nucleotidica, Schneider et al. (2012) defenderam que
Callibella humilis deveria “retornar” ao seu status original de espécie de Mico.

Silva et al. (2018), utilizando dados de sequéncias nucleares e do gene citocromo b do
genoma mitocondrial e dados de caracteres cranianos, sugeriram que M. humilis deveria ser
realocado no género Callibella mesmo ja tendo sido comprovado a sua proximidade com as
espécies do género Mico em estudos moleculares (SCHNEIDER et al. 2012) e morfologicos
(GARBINO, 20154, b). Silva et al. (2018) argumentaram que as linhagens Callibella e Mico
comecaram a divergir ha aproximadamente 2,3 Ma, que é menor do que a divergéncia minima
de 4 Ma sugerida por Goodman et al. (1998) para separacdo entre géneros distintos.

O género Callithrix era formado por dois grupos formalmente definidos: o grupo
“jacchus” com distribui¢do geografica na Mata Atlantica, e o grupo “argentata’” distribuido na
regido Amazonica (RYLANDS et al., 2000; TAGLIARO et al. 1997). O grupo argentata foi
investigado em alguns estudos que evidenciaram a estreita relacdo entre os géneros Cebuella e
Mico (CANAVEZ et al. 1999; CHAVES et al. 1999; TAGLIARO et al. 1997). O estudo de
Tagliaro et al. (1997) nédo resolveu a relagdo entre C. jacchus, C. kuhli, C. penicillata e C.
geoffroyi, no entanto, os resultados mostraram claramente que C. aurita é a linhagem mais basal
do grupo da Mata Atlantica.

As andlises realizadas por Sena et al. (2002), utilizando sequéncias do gene citocromo
oxidase subunidade Il (COII), mostraram Callithrix como grupo irmdo de Mico. Dentro do
género Mico observa-se a formacdo de trés clados distintos: i) um clado formado por M.
humeralifer, M. mauesi, M. saterei e M. melanurus; ii) um clado é representado pela espécie de
Mico cf. emiliae de Rondonia e iii) um terceiro clado composto por M. argentatus e M. emiliae
do Para.

Apesar dos inimeros trabalhos utilizando dados moleculares, a maioria dos estudos se
baseou em um pequeno nimero de marcadores, ou quando utilizava muitos marcadores, 0s
estudos ndo abrangiam a totalidade dos géneros representantes da subfamilia (BUCKNER et
al., 2015; FINSTERMEIER et al., 2013; PERELMAN et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012;
SENA et al., 2002, TAGLIARO et al., 1997). O estudo com 0 nimero mais extensivo de
espécies de primatas foi certamente o de Perelman et al. (2011). Neste trabalho, apenas Mico

humilis ndo foi amostrado, e foi revelada a possivel distin¢cdo dos grupos oedipus e midas no
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género Saguinus, o status taxonémico de labiatus, assim como a relacéo de Leontopithecus com
Saguinus e Leontocebus.

Por outro lado, Finstermeier et al. (2013), publicaram a primeira filogenia dos primatas
doNovo Mundo baseados no sequenciamento completo do DNA mitocondrial. No entanto, ndo
exploraram toda a diversidade encontrada em Saguinus e Leontocebus, assim como nao
incluiram o género Callimico e o disputado Mico humilis e talvez por esta razdo ndo tenham
resolvido as relacbes de parentesco entre os géneros da subfamilia Callitrichinae.

Quanto aos relacionamentos inter e intra-genéricos, a subfamilia Callitrichinae é sem
davida uma das mais complexas (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009). Além da definicdo
de qual género se diversificou primeiro (se Saguinus ou Leontopithecus), varias questfes da

taxonomia, de Callithrix, Mico e Cebuella ainda merecem atencao.

1.3 A taxonomia e a distribuicdo geogréafica dos calitriquineos
1.3.1 Callimico

Hershkovitz (1977), colocou o pequeno Callimico goeldii em sua prépria familia,
Callimiconidae, baseado em caracteristicas que o distingue dos demais calitriquineos como a
presenca do terceiro molar de forma reduzida e nascimento de um unico filhote por gestacéo.
Por outro lado, esta espécie também apresenta afinidades com os calitriquineos como a presenca
de unhas em forma de garras em todosos digitos (exceto o halux), o pequeno tamanho corporal
(aproximadamente 500 g) e o cuidado cooperativo com os infantis, caracteristicas que lhe
conferiram o atual posicionamento como género da subfamilia Callitrichinae (FORD, 1986;
KAY, 1990; PORTER & GARBER, 2004).

Estudos morfoldgicos, reprodutivos e moleculares fornecem evidéncias consistentes de
que o pequeno Callimico goeldii compartilna um ancestral comum mais recente com 0s saguis
(Callithrix, Cebuella e Mico) (BARROSO etal., 1997; BUCKNER et al., 2015; NEUSSER et
al., 2001; PASTORINI et al., 1988; SCHNEIDER & SAMPAIO 2015). Callimico é
considerado o Unico género de primata monotipico da regido neotropical (PORTER et al.,
1997). Pode ser encontrado na Bolivia, Colémbia, Peru, no Brasil esta presente nos estados do
Acre, Amazonas e Ronddnia (Figura 2) (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009).

A espécie Callimico goeldi forrageia preferencialmente em locais com floresta de bambu,
em &reas desub-bosque se alimentam nos niveis mais baixos dafloresta a procura deartropodes

em galhos expostos e na serapilheira (PORTER & GARBER, 2004). Por ndo apresentarem


https://pt.wikipedia.org/wiki/Callitrichidae

nenhuma forma de territorialidade, frequentemente sdo observados em associagdo com grupos
de espécies de Saguinus (MITTERMEIER et al., 2013).

B Callimico goeldii

Figura 2 - Mapa da distribuicdo geografica de Callimico goeldii. Fonte: A distribuicdo
geogréfica foi obtida através da sobreposi¢do do shape da espécie disponibilizado pela IUCN
(2021).

1.3.2 Leontopithecus

O género Leontopithecus agrupa atualmente quatro espécies de micos-ledes que sdo
facilmente distinguidos usando padrfes cromaéticos: L. rosalia (mico ledo-dourado), L.
chrysomelas (mico-ledo-de-cara-dourada), L. caissara (mico-ledo-de-cara-preta) e L.
chrysopygus (mico-ledo-preto) (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009). L. caissara encontra-
se criticamente ameacado enquanto as demais espécies estdo sob ameaca, resultado de acdes
antropogénicas como desmatamento, fragmentacdo do habitat e comércio ilegal (IUCN, 2021;
KIERULFF et al., 2008). As espécies deste género caracterizam-se por possuir uma pelagem
abundante e brilhante, principalmente ao redor da cabeca, que se assemelha a uma juba de le&o,

conferindo-lhes o nome popular de mico-ledo (KIERULFF et al., 2003).
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Hershkovitz (1977) considerou apenas L. rosalia como espécie, com L. chrysopygus, L.
chrysomelas e L. caissara como subespécies. L. chrysomelas e L. chrysopygus, receberam
status especifico com base em caracteres morfométricos cranianos, mandibulares e dentais
(BURITY et al, 1999; NATORI, 1989). Perez-Sweeney et al. (2008) validaram L.

caissara como espécie através da analise de dados da Regido Controle do DNA mitocondrial.

As quatro espécies apresentam distribuicdo alopatrica e sdo endémicas do Brasil,
do bioma da Mata Atlantica (RYLANDS et al., 2012) (Figura 3). Atualmente sdo encontrados
apenas em algumas poucas unidades de conservagdo (IUCN, 2021). Cada uma das espécies
ocupa um habitat unico no que diz respeito a altitude, vegetacéo e clima (LIMA et al., 2003;
De PINTO & RYLANDS, 1997; ROHE et al., 2003).

B
=

Legenda

L. caissara
m |, rosalia
= L. chrysomelas
m L. chrysopygus

Figura 3- Mapa da distribuicdo geografica das espécies do género Leontopithecus. Fonte: A
distribuicdo geografica foi obtida através da sobreposicdo dos shapes das espécies de
Leontopithecus disponibilizadas pela IUCN (2021).

Estudos moleculares corroboram a hipotese de que o género € monofilético, algumas
filogenias propostas com base em dados moleculares recuperaram Saguinus e Leontopithecus
como o0s primeiros géneros a se separarem dos demais Calitriquineos, (KAY 1990;
SCHNEIDER etal. 1993, 2012; SCHNEIDER 2000; OPAZO et al., 2006; WILDMAN et al.
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2009; SPRINGER et al., 2012; DURAN et al., 2013; HARRIS et al., 2014). Finstermeier et al.
(2013) e Malukiewicz et al. (2017), colocam Saguinus e Leontopithecus como grupo irmao.

Desta forma, o posicionamento de Leontopithecus ainda permanece em discussao.

1.3.3 Saguinus

A taxonomia do género Saguinus baseia-se principalmente no estudo de Hershkovitz
(1977). Inicialmente, Hershkovitz identificou 33 subespécies de micos, classificados em 10
espécies, organizadas em trés secdes fenotipicas (face mosqueada, face nua e face peluda) e
seis grupos de espécies. Todos agrupados em um dnico género, Saguinus.

Dentro da secdo fase peluda, Hershkovitz (1977) descreve trés grupos de espécies
distintas: o grupo de S. nigricollis, o grupo de espécies de S. mystax e o0 grupo de espécies S.
midas. Na secdo face mosqueada foi alocado apenas o grupo S. inustus. As demais espécies
foram listadas na secdo de face nua, contendo dois grupos: o grupo S. bicolor e o grupo S.
oedipus. Dados genéticos apontam S. inustus como grupo irmao de S. mystax, S. labiatus ou S.
mystax + S. labiatus, e por isso deve ser alocado dentro do grupo S. mystax (BOUBLI et al.,
2015; BUCKNER et al., 2015; DA CUNHA et al, 2011; MATAUSCHEK, 2010;
MATAUSCHEK etal., 2011).

Nas Gltimas duas décadas, estudos genéticos tém esclarecido as relacbes de parentesco
dentro do género Saguinus, mas ndo recuperaram as trés se¢des propostas por Hershkovitz
(1977), e sim aexisténcia de dois grandes grupos morfoldgicos baseados no tamanho do corpo:
0s micos de pequeno porte (grupo nigricollis) e as espécies maiores, que incluem o grupo
mystax, 0s grupos midas, bicolor e o grupo oedipus (ARARIPE et al., 2008; BUCKNER et al.,
2015; CROPP et al., 1999; JACOBS et al., 1995; MATAUSCHEK, 2010; MATAUSCHEK et
al., 2011; TAGLIARO et al., 2005).

Os resultados de Jacobs et al. (1995) e Cropp et al. (1999), com base em dados genéticos
mitocondriais (Regido Controle e Citocromo b) de membros do género Saguinus, geraram as
primeiras topologias que agrupam os micos em dois grandes grupos morfolégicos. Os
agrupamentos filogenéticos dos referidos trabalhos mostram os micos de pequeno porte
alocados em um clado, enquanto outro clado agrupa os representantes de grande porte.

Tagliaro et al. (2005), com base em sequéncias do gene ND1, evidenciaram a divisdo do
género Saguinus em dois grandes grupos: os de corpo pequeno, mais basais e representados
pelas subespécies de S. fuscicollis, e os de grande porte representados pelas demais espécies.

Matauschek et al. (2011), utilizando sequéncias do gene citocromo b completo e da Regido
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Controle do mtDNA, observaram a formacdo de um grupo monofilético composto pelos
representantes do grupo nigricollis e outro clado representado pelos micos de grande porte.

Buckner et al. (2015) propuseram a divisdo do género Saguinus em dois de forma que as
espécies de pequeno e grande porte passam a ser alocadas em géneros distintos. O género
Saguinus compreende atualmente apenas as espécies de grande porte (BUCKNER et al., 2015;
RYLANDS et al., 2016). Diversos estudos tém demonstrado que Saguinus foi o primeiro a se
diversificar entre os representantes da subfamilia Callitrichinae (MALUKIEWICZ et al., 2017,
MENEZES et al., 2013; OPAZO et al., 2006; RYLANDS et al., 2016; SCHNEIDER, 2000;
SPRINGER et al., 2012). Este género apresenta uma das maiores distribuicdes geograficas
dentre os primatas do Novo Mundo (RYLANDS et al., 2016) (Figura 4).

Saguinus

Figura 4- Mapa da distribuicdo geografica das espécies do género Saguinus. Fonte: A
distribuicdo geogréafica foi obtida através da sobreposicao dos shapes das espécies de Saguinus
disponibilizadas pela IUCN (2021) e corrigido com base na distribuicdo de Rylands et al.
(2016).
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1.3.4 Leontocebus

Desde o estudo de Jacobs et al. (1995), era consenso a existéncia de dois grandes grupos
dentro de Saguinus, estes grupos eram concordantes com o tamanho do corpo (grande e
pequeno porte). Em 2015, Buckner e colaboradores sugerem a divisdo do género Saguinus em
dois, separando os grupos de pequeno e grande porte em géneros distintos. Esta separagéo,
segue 0 mesmo raciocinio proposto para a divisdo dos macacos-prego em dois géneros, Cebus
e Sapajus por Silva-Junior (2001, 2002) e Alfaro et al. (2012). O nome recomendado para 0
novo género é Leontocebus, Wagner 1839 por ser 0 nome mais antigo dado ao género com uma
espécie tipo do grupo nigricollis. Mais recentemente, Rylands et al. (2016) concordando com
os achados de Buckner et al. (2015) caracterizaram e redescreveram taxonomicamente 0S
representantes de pequeno porte do grupo nigricollis como Leontocebus, Wagner 1839.

O género Leontocebus é o mais diversificado, sendo considerado o mais rico quanto ao
namero de espécies de primatas neotropicais (BUCKNER etal., 2015). As estimativas do tempo
dedivergéncia de estudos moleculares recentes, evidenciaram que o género Leontocebus sofreu
uma répida radiacdo em torno de 2,9 Ma (BUCKNER et al., 2015; MATAUSCHEK et al.,
2011) e atualmente encontra-se amplamente distribuido na Amazonia Peruana, em parte da
Amazonia Equatoriana, Boliviana e Brasileira (MATAUSCHEK, 2010), sendo que a maior
diversidade deste grupo de espécies € encontrada no Peru (MATAUSCHEK et al., 2011)
(Figura 5).

Os representantes do género Leontocebus sdo primatas de pequeno porte, insetivoros e
frugivoros (FERRARI, 1992), suas atividades de forrageamento ocorrem no sub-bosque cerca
de 5 a 10 metros acima do solo em busca de insetos e pequenos vertebrados escondidos em
locais especificos: em fendas e na superficie das cascas das arvores (GARBER, 1992;
HEYMANN & BUCHANAN-SMITH, 2000). A estrutura social tipica se constitui no casal
reprodutor e sua prole, na natureza reproduzem-se apenas uma vez por ano (GINTHER et al.,
2002). Os nascimentos normalmente ocorrem durante os primeiros meses da estacdo chuvosa,
coincidindo com o periodo de maior disponibilidade de alimentos (VAN ROOSMALEN,
2016).
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Leontocebus

Figura 5- Mapa da distribuicdo geografica das espécies do género Leontocebus. Fonte: A
distribuicdo geografica foi obtida através da sobreposicdo dos shapes das espécies de
Leontocebus disponibilizadas pela TUCN (2021) e corrigido com base na distribuicdo de
Rylandset al. (2016).

1.3.5 Callithrix

O género Callithrix ou saguis de tufos na orelha é composto por seis espécies que
ocorrem na Mata Atlantica, séo elas: Callithrix aurita (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812), C.
jacchus (Linnaeus, 1758), C. geoffroyi (Humboldt, 1812), C. penicillata (Geoffroy Saint-
Hilaire, 1812), C. kuhlli (Coimbra- Filho, 1985) e C. flaviceps (Thomas, 1903). Possuem tufos
nas orelhas, que Ihes confere tal nome popular e que podem ser usados para diferenciar as
espécies dentro do género (HERSHKOVITZ, 1977).

A delimitacdo dadistribuicdo das espéecies de saguis da floresta Atlantica séo: C. kuhlli
e C. geoffroyi ao norte da mata atlantica, C. flaviceps e Callithrix aurita ao sul da mata
Atlantica, C. jacchus na caatinga e C. penicillata no cerrado (RYLANDS & MITTERMEIER,
2009) (Figura 6). Percebe-se que ha sobreposicdo da area de ocorréncia entre as espécies de
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Callithrix denotando um modelo de distribuicdo parapatrica, com zonas hibridas, onde C.
penicillata tem &reas de contato com todas as outras espécies; C. kuhlli faz contato com C.
geoffroyi; C. flaviceps possui zona contato com C. geoffroyi ao norte e com C. aurita ao sul.
Registros de hibridizagdo entre as espécies de Callithrix sdo relatados em diversos estudos
(COIMBRA-FILHO, 1993; MALUKIEWICZ et al., 2014; MALUKIEWICZ, 2019;
MALUKIEWICZ et al., 2021; SCHNEIDER et al., 2012).

Estudos moleculares evidenciaram que o género Callithrix é monofilético
(SCHNEIDER et al., 2012; SENA et al., 2002; TAGLIARO et al., 1997). Com base em
caracteristicas, morfoldgicas, acusticas e genéticas, o género Callithrix pode ser subdividido
em dois subgrupos, o grupo “aurita” composto por C. flaviceps e C. aurita e o grupo "jacchus”
composto pelas outras quatro espécies restantes do género (PERELMAN et al., 2011;
RYLANDS et al., 2000; SCHNEIDER & SAMPAIO, 2015; TAGLIARO et al., 1997).

B C. jacchus

W C awrita

B C. penicillata
C. kuhlli

Bl C geoffroyi

0 C flaviceps

Figura 6 - Mapa da distribuicdo geogréfica das espécies do género Callithrix. Fonte: A
distribuicdo geografica foi obtida através da sobreposicdo dos shapes das espécies de
Leontocebus disponibilizadas pela IUCN (2021).
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Estudos de morfometria de cranio e dados genéticos evidenciaram que C. aurita é a
espécie mais distinta do género, sendo a primeira a se diversificar (SCHNEIDER et al. 2012;
TAGLIARO et al. 1997). Sena et al. (2002) utilizando sequencias do gene COI revelam o
monofiletismo dogrupo, porém os arranjos internos revelam uma politomia néo resolvida entre
as espécies de C. jacchus, C. penicillata e C. kuhlii sugerindo um grupo parafilético. Schneider
et al. (2012) por meio do uso de genes nucleares e mitocondriais sugeriram a classificacao
filogenética das espécies C. jacchus, C. geoffroyi e C. aurita como grupos monofilético, mas
apresentando um complexo de politomias nédo resolvidas, exclusivas para C. kuhlii e C.
penicillata.

Malukiewicz et al. (2016) demostraram, com base em sequéncias do genoma
mitocondrial completo, que C. geoffroyi é grupo irmdo de todas as outras espécies do
grupo jacchus. Recentemente, Garbino e Martins-Junior (2018) com base em dados de
colaragcdo da pelagem, cranio, denticdo, e vocalizagdo sugerem uma inter-relacdo entre C.
jacchus e C. penicillata, com C. geoffroyi como grupo-irmdo. Malukiewicz (2019) destaca a
importéncia de estudos de hibridacdo para esclarecer a evolugdo deste grupo de primata
neotropical. Apesar da existéncia de varios estudos focando a filogenia do género Callithrix
(GARBINO & MARTINS-JUNIOR, 2018; MALUKIEWICZ et al., 2016; PERELMAN et al.,
2011; RYLANDS et al., 2000; SCHNEIDER & SAMPAIO, 2015; TAGLIARO etal., 1997),

as relagBes filogenéticas entre as espécies ainda permanecem discordantes.

1.3.6 Mico

O género Mico elevado a este status por Rylands et al. (2000), agrupa 0s pequenos saguis
amazOnicos que anteriormente pertenciam ao grupo argentata (género Callithrix). Este género
apresenta ampla distribuicdo na bacia amazbnica, as espécies representantes estdo
geograficamente distribuidas ao sul do Amazonas, desde o Rio Madeira até o interflavio Xingu-
Tocantins (Figura 7) (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009). As espécies deste género
possuem distribui¢cbes muito proximas umas das outras, algumas delas sdo separadas apenas
por pequenos afluentes, que podem ou ndo representar barreiras efetivas (VAN ROOSMALEM
& VAN ROOSMALEN, 2016).

Os representantes deste género ocupam as areas de floresta nos estados do Pard,
Amazonas, Mato Grosso e Rondoénia (RYLANDS & MITTERMEIER, 2009). Os grupos

sociais sdo compostos por cinco a 15 individuos, as espécies de saguis amazo6nicos exibem um
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forte comportamento territorial, cada grupo defendendo seu espaco de vida por meio de
conflitos territoriais (VAN ROOSMALEM & VAN ROOSMALEM, 2016).

Recentemente, Costa-Aradjo et al. (2021) descreveram uma nova espécie de Mico que
recebeu o nome Mico schneideri em homenagem ao primatolégo Horacio Scheider que
desenvolveu estudos pioneiros de filogenia molecular, tornando-se uma das principais
referéncias no estudo de primatas do Novo Mundo. Mico schneideri tem distruibui¢do no arco
de desmatamento amazonico (uma area de cerca de 2.500 km de extensdo, que esta sendo
convertida em campos de pastagem e paisagens agricolas), juntamente com M. emiliae, M.
marcai, M. rondoni e M. argentatus, e portanto, necessitam de planos de conservacdo para
preservacdo da diversidade genética.

Legenda

I M. schneideri
I M. humeralifer
[0 M. argentatus
B M. saterei

M. mauesi
I M. rondoni
[ M. intermedius

M. chrysoleucos
I M. leucippe
0 M. melanurus
B M. acariensis

M. emiliae
I M. nigriceps
I M. marcai
0 M. humilis

Figura 7 - Mapa da distribuicdo geografica das espécies do género Mico. Fonte: A distribuigdo
geogréfica foi obtida através da sobreposicdo dos shapes das espécies de Mico disponibilizadas
pela TUCN (2021) e corrigido com base na distribuicdo de Costa-Araujo et al. (2021) e Rylands
& Mittermeier (2009).
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1.3.7 Cebuella

O sagui-pigmeu, Cebuella pygmaea, o considerado menor primata neotropical pesando
aproximadamente 119g (intervalo 85-140g) e com um comprimento total de 338 mm (SOINI,
1993). Duas espécies sao reconhecidas: C. pygmaea (Spix, 1823) e C. niveiventris Lénnberg,
1940. Estudos moleculares evidenciaram que 0s saguis pigmeus sdo grupo-irmao dos saguis
amazonicos (Mico), os dois géneros divergiram durante o inicio do Plioceno (BUCKNER et
al., 2015; PERELMAN et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2012).

De acordo com Van Roosmalen e VVan Roosmalen (1997) o Rio Solimdes é uma barreira
a dispersdo dos dois taxons de Cebuella, separando C. pygmaea ao norte e C. niveiventris ao
sul. O género Cebuella apresenta uma das maiores distribuicdes geograficas dos primatas da
Amazénia (BOUBLI et al., 2018) (Figura 8). A analise dacoloracdo da pelagem de Boubli et
al. (2018) revelou a existéncia de trés formas fenotipicas de Cebuella: (1) ao sul do Rio
Solimdes, (2) Eirunepé-Acre, bacia do alto Jurug; e (3) Japurd. No entanto as analises
filogenéticas de Boubli e colaboradores evidenciaram apenas dois grupos distintos e
reciprocamente monofiléticos com valores de suportes bem apoiados, indicando a existéncia de

duas espécies de Cebuella, uma na margem direita do Japura e outra ao sul do Rio Solimdes.

1.4 Ferramentas moleculares
1.4.1 O DNA mitocondrial

Ferramentas moleculares tornaram-se indispensaveis nos estudos populacionais, de
filogenia e biogeografia, pois os caracteres moleculares fornecem as informacgdes necessarias
para a analise de parentesco entre as espécies (AVISE, 2012). Podem também ser usadas para
retomar a histéria evolutiva de grupos de espécies, indicar a sequéncia de eventos evolutivos
que levaram a diferenciacdo de um grupo de organismos, bem como estimar o tempo de cada
evento e ainda especificar suas relagdes atuais (CHIOU et al., 2011; LAVERGNE et al., 2010).

Nos eucariontes, a maior parte do material genético esta dentro do nucleo, no entanto,
uma parte consideravel estd presente em organelas como a mitocondria e o cloroplasto
(BLANCHARD & LYNCH, 2000). A teoria da endossimbiose de Margulis (1981) explica
porque apenas estas duas organelas apresentam DNA genomico. Segundo esta teoria, as
mitocdndrias e cloroplastos eram organismos procariontes de vida livre que foram englobados

por uma célula eucarionte, resultando em uma relagdo simbidtica onde ambos os envolvidos
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eram beneficiados com essa associacdo ja que a mitocondria e o cloroplasto forneciam energia

para a célula hospedeira e esta lhes oferecia protecdo contra 0 ambiente externo.

B . pygmaea
C. niveiventris

Figura 8 - Mapa da distribuicdo geografica das espécies do género Cebuella. Fonte: A
distribuicdo geografica foi obtida através da sobreposicdo do shape de C. pygmaea
disponibilizado pela IUCN (2021) e pela distribuicdo geografica de C. niveiventris relatada por
Van Roosmalem & Van Roosmalem (2016).

O mtDNA possui uma taxa de mutagdo muito superior e € menos conservado quando
comparado com o DNA nuclear, pois ao contrario do DNA nuclear, 0 mtDNA ndo esta
envolvido por histonas e por estar localizado dentro de uma organela responsavel pela
respiracdo celular esta exposto a radicais livres decorrentes da fosforilacdo oxidativa e por
apresentar um sistema de reparo nédo téo eficiente quanto o do DNA nuclear (BALABAN et al.,
2005; MASON et al., 2003). O mtDNA apresenta heranca estritamente materna na maioria das
espécies, ndo possui introns e as regides intergénicas geralmente sdo muito pequenas (PESOLE,
1999).
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De acordo com Pesole (1999), as taxas de mutacdo do mtDNA possui variacoes
significativas entre diferentes regides da molécula. Isto corresponde em uma vantagem para 0
seu uso em estudos filogenéticos, de fluxo génico e especiacdo de primatas (ALFARO et al.,
2012; BUCKNER et al.,, 2015; CHIOU et al, 2011; CROPP & BOINSKI, 2000;
FINSTERMEIER et al., 2013; DE FREITAS et al., 2018; LAVERGNE et al., 2010;
MALUKIEWICZ et al.,, 2016; MATAUSCHEK, 2010; MATAUSCHEK et al., 2011),
associado ao fato de ser de facil amplificacdo e apresentar muitas cépias por célula (AVISE,
2012).

O genoma mitocondrial é uma molécula de dupla fita circular, comumente contendo de
15 a 17 quilobases e tamanho varidvel entre as espécies (PIERCE, 2009). Essa molécula
contém, em sua maioria, sequéncias ndo repetitivas: geralmente possui dois genes que
codificam RNAs ribossomais (12S e 16S rRNA), 22 que codificam RNAS transportadores
(tRNASs), 13 genes codificadores de subunidades proteicas, que representam 90% do genoma,
e a regido controle ndo codificadora que contém os sitios para replicacdo e inicio datranscrigdo
(Bl et al., 2012) (Figura 9).

Regido Controle € uma porcdo bastante significativa do mtDNA que ndo é codificante
de proteina, possui cerca de 1200 pb e esta flanqueada pelo tRNA da Prolina e o tRNA da
Fenilalanina (MALUKIEWICZ et al., 2016). Esta porcdo do genoma mitocondrial apresenta
abundante polimorfismo entre individuos, por ser a regido onde se inicia 0 processo de
duplicacdo do material genético, sendo, portanto, mais suscetivel a ocorréncia de mutacdes (Bl
et al., 2012). E a principal responsavel pelas variagdes de tamanho do genoma mitocondrial
encontradas dentro da mesma espécie e até no mesmo individuo (MALUKIEWICZ et al.,
2016).

Além da amplificacdo e sequenciamento das porcdes do mtDNA, mais informacbes
podem ser acessadas com 0 sequenciamento do genoma mitocondrial completo. Atualmente
existem 124 mitogenomas completos disponiveis da ordem primatas, destes 25 sdo de primatas
donovo Mundo e apenas nove sdo dasubfamilia Callitrichinae, sendo que ndo existe sequencias
do genoma mitocondrial completo de nenhum representante dos géneros Mico e Leontocebus
(https:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse/?report=5)(New World monkeys
(taxid:9479)).

De acordo com Finstermeier et al. (2013) filogenias baseadas no genoma mitocondrial
completo podem fornecer informagdes confiaveis sobre as relagdes evolutivas entre espécies e

taxons mais elevados e podem ser usadas com sucesso para determinar a escala de tempo de
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sua evolucdo. Estudos utilizando mitogenomas de uma grande diversidade de primatas
evidenciaram que estes podem ser mais eficazes na definicdo das relagdes filogenéticas entre
0S grupos de espécies, pois permitem um suporte estatistico mais robusto quando comparado
com analises baseadas em genes tnicos (LIEDIGK et al., 2014; MALUKIEWICZ et al., 2016).
Assim sendo, comparar genomas mitocondriais fornece um amplo conhecimento acerca da

evolucdo dosorganismos e do genoma (DE FREITAS et al., 2019).
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Figura 9 - Organizacdo do mitogenoma de Callimico goeldii a partir dos dados gerados no
presente estudo. Desenho autorizado por Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas em

Primatas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Esclarecer as relacGes filogenéticas entre os géneros da subfamilia Callitrichinae, com

base em sequéncias do genoma mitocondrial completo.

2.2 Objetivos Especificos

e Inferir as relagbes filogenéticas entre as espécies do género Callithrix.

e Determinar a posicdo de M. humilis em relacdo aos saguis amazonicos.

e Inferir as relagdes filogenéticas entre as espécies do género Mico.

e Determinar a relagcdo de parentesco entre os géneros Callithrix, Cebuella e Mico.

o Inferir as relacdes filogenéticas entre as espécies do género Leontophitecus.

e Determinar a relacdo de parentesco entre os géneros Leontophitecus e Saguinus.

e Testar a monofilia dos grupos de espécies de Saguinus propostos por Hershkovitz
(1977).

e Estimar o tempo de divergéncia entre os géneros da subfamilia Callitrichinae.

e Inferir uma andlise bayesiana da histéria biogeografica da subfamilia Callitrichinae.

e Descrever a estrutura do DNA mitocondrial das espécies: C. goeldii, S. niger, S.
labiatus, S. inustus, S. leucopus, S. martinsi, L. weddelli, C. pygmaea, C. niveiventris,
Leontophitecus chrysomelas, M. humilis, M. argentatus, M. humeralifer, M. mause e M.

saterei.
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4 APENDICES

Apéndice 1. Espécies de primatas atualmente conhecidas por ocorrerem em duas regides
altamente impactadas pelo desmatamento, o sul da Amazonia e a Mata Atlantica, e seu estado
de conservacdo de acordo com a IUCN.

aSegundo Silva et al., 2018, a dificuldade de avistamento resultou na baixa taxa de encontro de
M. humilis (0,066 individuos/lkm) e desta forma, a espécie deve ser reclassificada como

vulneravel, como sugere Van Roosmalen & Van Roosmalen (2016).

Espécie

Status de conservacao

Callimico goeldii
Callithrix jacchus
Callithrix penicillata
Callithrix kuhlii
Callithrix geoffroyi
Callithrix aurita
Callithrix flaviceps
Cebuella pygmaea
Cebuella niveiventris
Saguinus imperator
Saguinus labiatus
Saguinus mystax
Saguinus inustus
Saguinus midas
Saguinus niger
Saguinus ursulus
Saguinus bicolor
Saguinus martinsi
Saguinus leucopus
Saguinus geoffroyi
Saguinus oedipus
Leontopithecus caissara
Leontopithecus chrysomelas
Leontopithecus chrysopygus
Leontopithecus rosalia
Mico humilis?

Mico argentatus

Mico leucippe

Mico melanurus

Mico intermedius
Mico emiliae

Mico nigriceps

Mico rondoni

Mico humeralifer
Mico chrysoleucus
Mico mauesi

Mico saterei

Mico acariensis

Mico schneideri
Leontocebus cruzlimai

Vulneravel

Menor preocupacao
Menor preocupacao
Vulneravel

Menor preocupacao
Ameacado de extingcao
Criticamente ameacado
Vulneravel

Vulneravel

Menor preocupacao
Menor preocupacgao
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Vulneravel

Vulneravel
Criticamente ameacado
Quase ameacado
Vulneravel

Quase ameacado
Criticamente ameacado
Criticamente ameacado
Ameacado de extincdo
Ameacado de extincdo
Ameacado de extincdo
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Quase ameagado
Menor preocupacao
Menor preocupacgao
Quase ameacado
Vulneravel

Quase ameagado
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Menor preocupacao
Vulneravel

Menor preocupacao




Leontocebus fuscicollis
Leontocebus fuscus
Leontocebus illigeri
Leontocebus lagonotus
Leontocebus leucogenys
Leontocebus nigrifrons
Leontocebus tripartitus
Leontocebus weddelli
Leontocebus nigricollis

Menor preocupacdo
Menor preocupagdo
Quase ameacado

Menor preocupacao
Menor preocupacgao
Menor preocupacao
Quase ameacado

Menor preocupacao
Menor preocupacdo
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Apéndice 2. Relacdo dos taxons validos dasubfamilia Callitrichinae, com base nas classificagdes taxondmicas propostas por Buckner et al. (2015),
Costa-Araujo et al. (2021), Schneider et al. (2012), Schneider & Sampaio (2013), Rylands et al. (2000); Rylands & Mittermeier (2009) e Rylands
et al. (2016).

Subfamilia Callitrichinae

Callimico Miranda Ribeiro, 1912
Callimico goeldii (Thomas, 1904)
Callithrix Erxleben, 1777
Callithrix jacchus (Linnaeus, 1758)

Callithrix penicillata (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1812)

Callithrix kuhlii Coimbra-Filho, 1985
Callithrix geoffroyi (Humboldt, 1812)

Callithrix aurita (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1812)

Callithrix flaviceps (Thomas, 1903)
Cebuella Gray, 1866

Cebuella pygmaea (Spix, 1823)
Cebuella niveiventris Lonnberg, 1940
Saguinus Hoffmansegg, 1807

S.
. imperator subgrisescens (Lonnberg, 1940)

. labiatus labiatus (E. Geffroy, 1812)

. labiatus thomasi (Goeldi, 1907)

. labiatus rufiventer (Gray, 1843)

. mystax mystax (Spix, 1823)

. mystax pileatus (I. Geoffroy & Deville, 1848)
. mystax pluto (Lénnberg, 1940)

. inustus (Schwarz, 1951)

. midas (Linnaeus, 1758)

. niger (E. Geoffroy, 1803)

. ursulus Hoffmannsegg, 1807

. bicolor (Spix, 1823)
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imperator imperator (Goeldi, 1907)

Mico Lesson, 1840

Mico humilis (Van Roosmalen et al., 1998)

Mico argentatus (Linnaeus, 1766)

Mico leucippe (Thomas, 1922)

Mico melanurus (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812)
Mico marcai (Alperin, 1993)

Mico intermedius (Hershkovitz, 1977)

Mico emiliae (Thomas, 1920)

Mico nigriceps (Ferrari and Lopes, 1992)

Mico rondoni Ferrari, Sena, Schneider et Silva, 2010
Mico humeralifer (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812)
Mico chrysoleucus (Wagner, 1842)

Mico mauesi (Mittermeier et al., 1992)

Mico saterei (Silva and Noronha, 1998)

Mico manicorensis (Van Roosmalen et al., 2000)
Mico acariensis (Van Roosmalen et al., 2000)
Mico schneideri Costa-Araudjo, Silva-Jr., Boubli, Rossi, Hrbek & Farias, 2021
Leontocebus Wagner, 1839

L. fuscicollis avilapiresi (Hershkovitz, 1966)

L. weddelli crandalli (Hershkovitz, 1966)

L. cruzlimai (Hershkovitz, 1966)

L. fuscicollis fuscicollis (Spix, 1823)

L. fuscus (Lesson, 1840)

L. nigricollis graellsi (Jiménez de la Espada, 1870)
L. nigricollis hernandezi (Hershkovitz, 1982)

L. illigeri (Pucheran, 1845)
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Saguinus martinsi martinsi (Thomas, 1912)
Saguinus martinsi ochraceus Hershkovitz, 1966
S. leucopus (Gunther, 1877)

S. geoffroyi (Pucheran, 1845)

S. oedipus (Linnaeus, 1758)

Leontopithecus Lesson, 1840

Leontopithecus caissara Lorini Persson, 1990
Leontopithecus chrysomelas (Kuhl, 1820)
Leontopithecus chrysopygus (Mikan, 1823)
Leontopithecus rosalia (Linnaeus, 1766)

rrrrrr - rr

. lagonotus (Jiménez de la Espada, 1870)

. leucogenys (Gray, 1866)

. weddelli melanoleucus (Miranda Ribeiro, 1912)
. nigrifrons (1. Geoffroy, 1850)

. fuscicollis primitivus (Hershkovitz, 1977)

. tripartitus (Milne-Edwards, 1878)

. weddelli weddelli (Deville, 1849)

. nigricollis nigricollis (Spix, 1823)

. fuscicollis mura (Rohe, Silva-Junior, Sampaio & Rylands, 2009).
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Capituloll

Artigo I: Filogenia molecular e reconstrucdo biogeogréafica da subfamilia Callitrichinae
(Primates, Cebidae)

Este artigo sera submetido ao periédico Molecular Phylogenetics and Evolution. Seguimos as
diretrizes para autores, desta forma, o manuscrito segue os tépicos, estilo de referéncias e
citacbes que o periodico recomenda.
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Resumo

A subfamilia Callitrichinae é representada por primatas Neotropicais de pequeno porte com
ampla distribuicdo na Amazonia e na Mata Atlantica. Embora os calitriquideos exibam uma
notavel distribuicdo, a tentativa de desvendar sua histéria biogeografica tem sido limitada pela
falta de uma amostragem representativa do grupo. Além disso, essa subfamilia tem sido alvo
de muitas discussGes a respeito i) das relacBes filogenéticas entre as espécies do género
Callithrix, ii) quanto ao posicionamento doemblematico M. humilis, iii) a relacdo de parentesco
entre Saguinus e Leontopithecus e ainda a respeito sobre o género irmdo da subfamilia. Aqui,
construimos uma filogenia com 39 mitogenomas abrangendo as trés familias de primatas do
Novo Mundo. As andlises de Maxima Verossimilnanca e de Inferéncia Bayesiana sdo
congruentes e recuperam o monofiletismo do género Mico, incluindo o mico-ando M. humilis.
A estimativa de tempo de divergéncia mostrou que o surgimento de M. humilis e de C. aurita
ocorreu praticamente num mesmo momento e reforga a proposta de que “humilis” pertence a
Mico e ndo a Callibella como sugerido em estudos anteriores. As topologias refutam Saguinus
e Leontopithecus como grupo-irmdo. No presente estudo, Aotus é grupo-irmdo dos Cebideos,
estando estes mais proximamente relacionados com a subfamilia Callitrichinae. A reconstrugédo
da histéria biogeogréafica sugere que o ancestral comum mais recente (MRCA) dos
calitriquideos possuia ampla distribuicdo nas regides florestais de Imeri, Napo e Negro ha 19.3
Ma. Ocorreram varias colonizagcGes na Mata Atlantica, primeiro por Leontopithecus ha cerca
de 18 Ma e mais tarde por Callithrix por volta de 5.1 Ma. Na bacia Amazonica, a diversificacdo
dos géneros Leontocebus e Saguinus ocorreu ha 13.1 Ma. Posteriormente, Cebuella e Mico se
diversificaram em 8.1 Ma. As mudancas no sistema de drenagem fluvial da Amazénia, a
conformacdo dos rios, formacdes geoldgicas e as mudancas climaticas do Plio-Pleistoceno
foram os principais impulsionadores da origem e diversificacdo das espécies atuais de
Calitriquineos na Amazbnia. Na Mata Atlantica, os saguis e micos-ledes tiveram sua
diversificacdo influenciados pelas flutuacdes climaticas durante o Plio-Pleistoceno e pela
barreira efetiva representada pelos rios Doce, Jequitinhonha e Séo Francisco. Este estudo, traz
pela primeira vez, dados de todos os géneros de Calitriquineos refletindo suas relagdes de
parentesco e discutindo os principais eventos que norteiam a histéria biogeografica deste

importante grupo de primatas do Novo Mundo.

Palavras-chave: Filogenia, mtDNA, Primatas do Novo Mundo, Callitrichinae
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1. Introducéo

Atualmente a subfamilia Callitrichinae Gray, 1821 agrupa os géneros Callithrix, Mico,
Cebuella, Callimico, Saguinus, Leontocebus e Leontopithecus (Buckner et al., 2015; Rylands
et al., 2016; Schneider; Sampaio, 2013). Os géneros estdo amplamente distribuidos na Regido
Neotropical, ocorrendo desde o norte da Colémbia e do Panama ao sul do Brasil (Figura 1)
(Rylands; Coimbra-Filho; Mittermeier, 2009). Este grupo de primata do Novo Mundo é
composto por pequenos macacos diurnos que apresentam grande variagdo na coloracdo da
pelagem, pequeno tamanho corporal, unhas em forma de garras, exceto no polegar (ausente em
Callimico), molares com trés cuspides e auséncia de terceiro molar, exceto em Callimico, que
apresenta o terceiro molar de forma reduzida, e parto gemelar (exceto em Callimico, que
apresenta parto com apenas um filhote) (Cortés-Ortiz, 2009; Porter & Garber, 2004).

Diferentes filogenias foram propostas para a subfamilia Callitrichinae (Barroso et al.,
1997; Harris et al., 2014; Schneider, 2000; Schneider & Sampaio, 2013). No entanto, apesar
dosnumerosos estudos filogenéticos realizados com primatas Neotropicais nas ultimas décadas,
varias questdes envolvendo as relacBes evolutivas entre as espécies permanecem obscuras. As
principais discussdes estdo relacionadas ao parentesco entre Saguinus e Leontopithecus que em
algumas filogenias aparecem como grupo irméos (Finstermeier et al., 2013; Malukiewicz et al.,
2017) enquanto outros estudos contestaram este agrupamento e evidenciaram que Saguinus e
Leontopithecus foram os primeiros géneros a se separarem dos demais calitriquineos (Harris et
al., 2014; Schneider et al., 1993; Schneider, 2000; Springer et al., 2012; Wildman et al., 2009).

Hé& mais de duas décadas, o posicionamento filogenético de M. humilis tem sido alvo de
questionamento. A linhagem “humilis” foi apresentada por Van Roosmalen et al. (1998) como
Callithrix humilis. Van Roosmalen & Van Roosmalen (2003) elevaram-no ao nivel de género,
propondo assim um género novo para a Amazonia, denominado de Callibella. Schneider et al.
(2012) demonstraram que C. humilis agrupa com as espécies de Mico e ndo externamente a
Cebuella como haviam mostrado Roosmalen & VanRoosmalen (2003). Schneider et al. (2012)
recomendaram, entdo, o retorno de “humilis” ao status de espécie de Mico. No entanto, Silva et
al. (2018), contestaram esta proposta realocando humilis no género Callibella mesmo ja tendo
sido comprovado a sua proximidade com as espécies do género Mico em estudos moleculares
(Schneider et al., 2012) e morfoldgicos (Garbino, 2015).

Varias questfes da taxonomia de Callithrix permanecem discordantes. Os estudos de
Schneider et al. (2012) e Tagliaro et al. (1997) evidenciaram que C. aurita é a espécie mais

distinta do género, sendo a primeira a se diversificar. Sena et al. (2002) revelaram o
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monofiletismo do grupo, porém os arranjos internos revelaram um arranjo politdmico nédo
resolvido entre as espécies de C. jacchus, C. penicillata e C. kuhlii, sugerindo um grupo
parafilético. Schneider et al. (2012) apresentaram um complexo de politomias ndo resolvidas
para C. kuhlii e C. penicillata. Malukiewicz et al. (2017) demostraram que C. geoffroyi é grupo
irmao de todas as outras espécies do grupo jacchus. Garbino & Martins-Junior, (2018)
sugeriram uma inter-relagdo entre C. jacchus / C. penicillata com C. geoffroyi como grupo-
irmao.

A identidade do grupo irmdo da subfamilia Callitrichinae ainda ndo esta claro.
Inicialmente, Rosenberger (1981) considerou Cebus e Saimiri como grupos irmdos dos
callitriquineos, enquanto (Ford (1986) concluiu que Cebus, Saimiri, Aotus e Callicebus foram
as primeiras ramificagdes da radiacdo dos platyrrhine. Kay (1990) classificou Saimiri como
grupo irméao dos calitriquideos, e Aotus como o primeiro grupo a divergir nos Atelines. Segundo
alguns estudos, Callicebus e Aotus sdo linhagens irmas ligadas ao clado pitheciine
(Rosenberger, 2011; Rosenberger et al., 1990). De acordo com Perelman et al. (2011) Aotus é
grupo irmdo dasubfamilia Callitrichinae. No estudo de Schneider & Sampaio (2013), Aotus é
grupo irmédo de Cebus, Sapajus e Saimiri, que aparecem como mais proximamente relacionados
aos calitriquideos.

A primeira hipotese biogeografica dos calitriquideos foi focadana fragmentacéo deuma
espécie ancestral. Para Hershkovitz (1977), o taxon ancestral foi diferenciado devido ao
isolamento causado pela contracdo da floresta como resultado de inundacdo ou seca. Esta
alternativa foi avaliada por Buckner et al. (2015), no entanto, neste estudo ndo foi amostrado
todaa diversidade da subfamilia Callitrichinae.

Filogenias baseadas em mitocondrias de diversos grupos de primatas tém demonstrado
gue o genoma mitocondrial pode fornecer informagdes confiaveis sobre as relacdes evolutivas
entre as espécies, e pode ser utilizado com sucesso para determinar a escala de tempo de sua
evolucédo (Finstermeier etal., 2013). Os estudos de Schneider (2000) e Schneider et al. (2012)
evidenciaram que abordagens utilizando o mtDNA mostraram resultados congruentes com
aquelas utilizando DNA nuclear. Filogenias baseadas em genomas mitocondriais completos
podem permitir um suporte estatistico mais robusto quando comparad o as analises baseadas em
genes unicos (Liedigk et al., 2014).

No presente estudo, nds usamos sequéncias do genoma mitocondrial completo de
representantes da subfamilia Callitrichinae, compreendendo todos os sete géneros e 0s tdxons

mais emblematicos, a fim de propor uma analise filogenética e biogeografica que reflita as
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relacbes de parentesco evolutivo, dentro de um quadro biogeografico condizente com a

distribuicdo dos primatas Neotropicais.

2. Material e Métodos
2.1. Obtencao das amostras e procedimentos laboratoriais

Para este estudo, foram utilizadas amostras de sangue e tecido muscular de
representantes de todos os géneros da subfamilia Callitrichinae (Tabela 1). Estas amostras
encontram-se armazenadas no banco de amostras de primatas do Laboratorio de Genética e
Biologia Molecular do Instituto de Estudos Costeiros da Universidade Federal do Para -
Campus de Braganca. O DNA total foi isolado utilizand o o Protocolo de Extragdo de DNA do
Kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, USA), de acordo
com as instrucdes do fabricante.

Para a amplificacdo do genoma mitocondrial completo, foram desenhados 26 pares de
iniciadores ancorados em regifes razoavelmente conservadas do genoma, com base nos
mitogenomas de primatas Neotropicais disponiveis no GenBank (Tabela S1). Os fragmentos
do DNA mitocondrial foram isolados e amplificados utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), com base nos iniciadores desenvolvidos no presente estudo. A mistura
para reacao de PCR foi padronizada para um volume final de 15 pL, contendo 0,60 uLL de cada
iniciador (50 ng/ml), 0,6 pL de MgCl2 (50 mM), 2,4 uL. domix de dNTPs (1,25 mM), 1,5 uL
de Buffer 10X, 0,1 uL de Taq polimerase, 0,4 uL de DNA total e agua destilada estéril para
completar o volume final.

As condicdes de amplificacdo foram testadas e padronizadas para cada par de
iniciadores. Foi utilizado uma desnaturagdo inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido de 35
ciclos de 94 °C por 40 segundos para desnaturagdo, 40 segundos para o “annealing”, 72 °C por
um minuto para sintese do fragmento, e posteriormente, uma extensao final de 72 °C por cinco
minutos. As amostras de M. humilis e L. weddelli foram usadas para otimizacdo das
temperaturas de “annealing”.

Os resultados das PCRsforam visualizados em gel de agarose a 2% corado com GelRed,
sob luz ultravioleta para verificacdo da qualidade do produto amplificado. As reagdes positivas
foram purificadas com polietileno glicol (PEG 8000) de acordo com Dun & Blattner (1987) e
submetidas ao sequenciamento pelo método didesoxiterminal (Sanger et al., 1977) em

sequenciador automatico. O sequenciamento foi realizado utilizando os reagentes do Kit Big
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Dye (ABI PrismTM Dye Terminator Cycle Sequencing Reading Reaction — Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) no ABI 3500XL Genetic Analyzer.

2.2. Alinhamento e montagem do mitogenoma

As sequéncias dos produtos de PCR foram alinhadas e editadas no software Bioedit
(HALL,1999). Osmitogenomas completos foram alinhados na verséo online do Mafft 7 (Katoh
and Standley, 2013) usando como referéncia uma base de dados composta pelos genomas
mitocondriais completos de L. rosalia, L. chrysopygus, C. geoffroyi, C. jacchus, C. penicillata,
C. kuhlii, e S. oedipus, disponiveis no GenBank.

Posteriormente, foi realizada a anotagio dos mitogenomas usandoo MitoZ (Meng et al.,
2019) e 0 MITOS 2.0 web-server (http://mitos2.bioinf.uni-leipzig.de/index.py) (Bernt et al.,
2013), utilizando a configuracdo 02-vertebrado para Genetic Code e RefSeq 63 Metazoa como
referéncia, as configuracdes restantes foram definidas de acordo com default. Os genes
codificadores de proteina, foram transcritos no programa MEGA X1 (Tamura et al., 2021) para
verificacdo das posicdes corretas dos cadons. Os genes de tRNA e suas estruturas secundarias
foram identificados por meio do tRNAscan-SE  Search  Server v.1.21
(http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/) (Lowe and Eddy, 1997).

2.3. Andlises Filogenéticas

A concatenacdo dos dados foi realizada no programa SequenceMatrix 1.7.8 (Vaidya et
al., 2011). O melhor esquema de particdes e respectivos modelos evolutivos foram definidos
pelo programa PartitionFinder (Lanfear et al., 2017). A reconstrucdo da histéria evolutiva da
subfamilia Callitrichinae foi inferida a partir de dois critérios probabilisticos, a Méxima
Verossimilhangca (MV) e a Inferéncia Bayesiana (IB). A analise de Maxima Verossimilhanca
foi executada no 1Q-Tree (Nguyen et al., 2015). Para a estimativa do suporte dos nés foram
realizadas 1.000 réplicas debootstrap a partir de uma topologia aleatdria. Os clados com valores
de bootstrap maiores que 95% foram considerados bem suportados (Hillis and Bull, 1993).

A analise de inferéncia Bayesiana (IB) foi conduzida no programa MrBayes 3.2.6
(Ronquist et al., 2011), utilizando duas corridas independentes, cada uma com quatro cadeias
markovianas (MCMC) com uma corrida de 100 milhdes de geragdes. As primeiras geracoes da
corrida (25%) foram descartadas no burn-in. No programa Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2018), a
fase estacionaria das corridas foi verificada e apenas os parametros cujos tamanho efetivo de

amostragem (ESS) estavam acima de 200 foram considerados adequados.
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2.4. Estimativa do tempo de divergéncia

A andlise de estimativa de tempo de divergéncia foi realizada no programa BEAST 1.7
(Drummond et al., 2012). Os parametros dos modelos de substituicdo nucleotidicas e relégio
molecular foram desligados, enquanto as arvores foram ligadas. As partices foram
configuradas de acordo com os melhores modelos de substituicdo definidos pelo
PartitionFinder, e 0 modelo lognormal relaxado foi empregado para o relégio molecular. O
parametro da arvore foi definido como modelo Yule de especiacdo (Gernhard, 2008).

Para calibracdo do reldgio molecular alguns pontos de calibracdo foram utilizados
baseados nas datagdes de Perelman et al. (2011), a considerar: (1) a radiacdo dos platyrrine ha
25 Ma, (2) a radiacdo de Cebidae com a divergéncia de Saimiri hd 20 Ma; (3) a radiacdo da
subfamilia Callitrichinae com a divergéncia de Saguinus dos demais callitriquineos ha 15 Ma.
Foram realizadas duas corridas com 100 milhGes de geragdes. Os logs das duas corridas foram
combinados no LogCombiner 1.8.1, e no TreeAnnotator 1.8.1 as arvores foram sumarizadas,
com excluséo das 25% iniciais. Todas as arvores geradas no presente estudo foram visualizadas

e editadas no programa FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014).

2.5. Modelagem biogeogréafica

A historia espacial e temporal da colonizacdo da subfamilia Callitrichinae na Amazonia
e na Mata Atlantica foi modelada no software BioGeoBEARS (Matzke, 2013). Para cada taxon
foi atribuido uma regido geografica definidacom base nas areas de endemismo de cada espécie,
atribuidas a 14 areas biogeograficas / biomas que incluem a area de ocorréncia de cada taxon
(Tabela 2).

3. Resultados
3.1. Filogenética

Neste estudo foram gerados 19 novos mitogenomas para a subfamilia Callitrichinae. O
banco de dados para as andlises filogenéticas foi composto por 11.337 pares de bases e contém
13 genes codificadores de proteinas e dois genes de RNA ribossomal (12S e 16S). A Regido
Controle foi excluida devido aos seus altos niveis de variabilidade interespecifica. Para verificar
a presenca de copias nucleares de genes mitocondriais (numts), todas as sequéncias foram
submetidas ao BLASTN, e as sequéncias de todos os 13 genes codificadores foram traduzidas
em sequéncias de proteinas para verificar a existéncia de cédons de parada e inser¢bes ou

delecdes que pudessem alterar a matriz de leitura dos aminoacidos. A analise ndo revelou
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cddons de parada e nenhuma traducdo incorreta de proteinas, desta forma os genes foram
considerados como livres de numts. Além disso, os eletroferogramas de cada um dos 26
fragmentos apresentaram alta qualidade, sem ruido e sem nucleotideos ambiguos, indicando a
auséncia de heteroplasmia.

As analises filogenéticas (MV e IB), representadas na Figura 2, incluiram 39 genomas
mitocondriais, compreendendo as trés familias de primatas do Novo Mundo. Tanto a MV
quanto a IB produziram arvores filogenéticas congruentes que recuperam a monofilia de todos
0s géneros de calitriquideos. Saguinus e Leontocebus foram os primeiros géneros a divergir,
nossos dadosndo suportam a caracterizacdo de Saguinus e Leontopithecus como grupos irmé&os.

Saguinus formou trés clados principais fortemente apoiados pelas analises de MV
(BT=100) e de IB (PP=1.0): i) clado A, que incluiu S. inustus e S. labiatus; ii) o clado B que
incluiu as espécies S. leucopus e S. oedipus, da Colombia e America Central; e iii) o clado C
formado pelas espécies S. martinsi e S. niger, do Escudo das Guianas e dobaixo Rio Amazonas.
Foram recuperados alguns dos grupos de Saguinus descritos por Hershkovitz (1977). O grupo
nigricollis correspondeu ao atual género Leontocebus; o grupo mystax é representado pelo clado
A; o0 grupo oedipus correspondeu ao clado B; e os grupos midas e bicolor foram recuperados
como pertencentes ao clado C.

O monofiletismo do clado dos saguis foi fortemente apoiado por valores de suporte. No
clado amazénico, a analise distingue quatro ramificagdes principais no género Mico, a primeira
delas levou a linhagem de M. humilis, a segunda foi composta por Mico argentata e M. rondoni,
e a terceira foi representada por M. saterei e por fim, a mais recente que levou a diversificacdo
de M. humeralifer e M. mauesi.

No clado referente aos saguis da Mata Atlantica, Callithrix, também se observou quatro
diferentes eventos de diversificacdo. O primeiro levou a C. aurita, sendo esta a espécie mais
divergente do género, enquanto o segundo foi representad o por C. geoffroyi, recuperada como
espécie irma detodasas outras espécies do grupo jacchus, seguido por C. kuhlii que representou
a terceira ramificagdo, e por fim o Gltimo evento de divergéncia que levou a separagéo entre C.
jacchus e C. penicillata.

Quanto aos saguis pigmeus, observou-se uma clara divisdo entre as margens norte e sul
do Rio Amazonas-Solim@es, com C. niveiventris como a espécie mais divergente. Além disso,
os especimes de C. pygmaea apresentaram uma forte estruturacdo genética. Callimico foi

recuperado como grupo-irméo do clado composto por Cebuella, Mico e Callithrix.
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Embora a MV apresente alguns valores de bootstrap abaixo de 95, o posicionamento
dos clados nas anélises de MV e IB sdo congruentes, e nesta ultima, apresentam alto suporte

estatistico, evidenciando que estas espécies sao filogeneticamente proximas.

3.2. Tempo de divergéncia

Para posicionar o tempo de divergéncia da subfamilia Callitrichinae dentro de um
qguadro comparativo maior, também fornecemos estimativas de tempo de divergéncia para
outros géneros, de forma que incluimos representantes das trés familias de primatas do Novo
Mundo. O MRCA dos primatas Neotropicais foi datado em 24.8 Ma. O nd ancestral que levou
ao surgimento dos Calitriquineos foi datado em 19.3 Ma. Assim, recuperamos uma divisdo
entre os saguis da Amazonia e Mata Atlantica em 8.7 Ma. O tempo de divergéncia estimado
para as linhagens genéricas foram os seguintes: Leontocebus: 13.1 Ma, Saguinus 10.7 Ma;
Leontopithecus 18 Ma; Callimico 16.5 Ma; Callithrix 8.7 Ma; e a divisdo entre Mico e Cebuella
ha 8.1 Ma (Figura 3).

O evento cladogénico que levou a divisdo entre os clados dos mico de grande e de
pequeno porte, ocorreu no Mioceno ha aproximadamente 13.1 Ma. A origem das principais
linhagens de Saguinus ocorreu hd 10.7 Ma. A partir deste evento, surgiram as linhagens dos
clados A, bem como o0 MRCA dos clados B e C. Posteriormente, surgiu o clado B na regido
Andina, ao norte da América do Sul e por ultimo o surgimento do clado C e sua diversificagdo
ha 3.5 Ma.

A estimativa de tempo de divergéncia mostrou que 0s saguis da Mata Atlantica
divergiram dos saguis da Amazonia em 8.7 Ma. As divergéncias entre as espécies de Callithrix
ocorreram no final do Plioceno a inicio do Pleistoceno. A primeira divergéncia foide C. aurita
em 5.1 Ma, seguido dadiversificagdo de C. geoffroyi em 1.06 Ma. A divisdo mais recente dentro
do grupo jacchus, entre C. jacchus e C. penicillata, foi datada em 405 mil anos.

Com relacdo ao género Mico, observou-se que as espécies comecgaram seu processo de
diversificacdo ha aproximadamente 4.9 Ma, dando origem a primeira linhagem, M. humilis,
atualmente restrita a uma pequena area no interflavio entre os rios Madeira e Aripuand.
Posteriormente, um evento vicariante ocorrido ha 3.1 Ma levou a diversificagdo das linhagens
que deram origem a M. argentatus, M. rondoni, M. saterei M. humeralifer e M. mauesi.

A reconstrucdo da histéria biogeografica da subfamilia Callitrichinae foi estimada por
meio do modelo BAYAREALIKE+J (Tabela 3). A reconstrucdo do cenério biogeografico

indicou que eventos de vicariancia e de dispersao explicam as atuais distribuicGes das espécies
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de calitriquideos (Figura 4). O MRCA deste grupo de primata Neotropical possuia ampla
distribuicdo nas regides florestais de Imeri, Napo e Negro. Ocorreram vérias colonizacdes na
Mata Atlantica, primeiro por Leontopithecus e mais tarde por Callithrix. Na bacia Amaz6nica,
ocorreu primeiro a diversificacdo dos géneros Leontocebus e Saguinus e posteriormente,

Cebuella e Mico se diversificaram e expandiram sua area de distribuicéo.

4. Discussao
4.1. Filogenética

As andlises filogenéticas obtidas no presente estudo a partir de sequéncias dos genes
codificadores de proteinas e ribossomais revelaram um padrdo de diversificagdo muito similar
para Mico e Callithrix. As topologias mostraram uma primeira radiagdo originando
simultaneamente Mico humilis (Amazé6nia) e C. aurita (Mata Atlantica). Estas duas espécies
sdo bem diferentes geneticamente do grupo resultante de uma segunda radiacdo que originou
as demais espécies em cada género. A estimativa de tempo de divergéncia mostrou que o
surgimento de M. humilis e de C. aurita ocorreu praticamente num mesmo momento. Por
exemplo, o tempo de divergéncia de M. humilis em relacdo as outras espécies de Mico foi de
4.9 Ma, e a divergéncia de C. aurita das demais espécies de Callithrix foi de 5.1 Ma, ou seja,
bastante similares.

Os dados moleculares mostraram outras trés radiacbes bem mais recentes, que
originaram as demais espécies do clado amazo6nico, representadas neste estudo por M.
argentatus e M. rondoni, e M. humeralifer, M. mauesi e M. saterei. Similar ao clado da Mata
Atlantica, onde C. geoffroyi, C. kuhlli e C. jacchus + C. penicillata originaram-se a partir de
trés radiacOes. Schneider et al (2012), avaliaram as relagdes filogenéticas de Mico e Callithrix
e recuperaram no clado Mico um arranjo fortemente apoiado de M. humeralifer, M. mauesi e
M. saterei, tendo M. argentatus como grupo irmao, concordante com o observado neste estudo.

Os dados do presente estudo, claramente refutam a colocacdo de Callibella como o
primeiro ramo da radiagdo dos saguis amaz6nicos, como proposto por Van Roosmalen & Van
Roosmalen (2003). Callibella esta incluido claramente dentro do género Mico, como sugerido
por Schneider et al. (2012). Em todas as topologias, M. humilis aparece como a espécie irma de
todas as demais espécies do género Mico. As notéveis diferencas encontradas no presente
estudoem comparagdo com as conclusdes de Van Roosmalen & Van Roosmalen (2003) podem
estar relacionadas ao fato de que estes autores analisaram apenas a Regido Controle domtDNA.

Hoje, sabe-se que esta regido é a mais variavel do genoma mitocondrial, 0 que a torna muitas
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vezes inadequada para inferir sobre relacdes filogenéticas nesta escala de tempo, considerando
aquantidade de homoplasia devido a saturagdo e os altos niveis de variabilidade interespecifica.

Um detalhe adicional é o fato de que a filogenia que coloca Callibella humilis mais
externamente aos saguis amazonicos apresenta valores de bootstrap relativamente baixos
(72%), quando o ideal seria considerar valores acima de 95%, o que certamente afetou a
confiabilidade de seus resultados. Um achado que se deve ressaltar sdo as datacGes de tempo
de divergéncia mitocondrial entre Callibella e Mico que se mostram semelhantes aos
encontrados entre C. aurita e seus congéneres e L. chrysomelas e as demais espécies do género
Leontopithecus. Em outras palavras, o sagui-ando ndo € mais distinto dos outros saguis
amazoénicos (Mico) do que as espécies dos géneros Callithrix e Leontopithecus. Com base em
caracteres morfologicos, Garbino (2013), evidenciou a existéncia de um grupo monofilético
composto por Cebuella e Mico, com Callibella se posicionando dentro do género Mico.

Claramente M. humilis é a espécie mais divergente dentro do género Mico, levando ao
questionamento de alguns estudos do “por que ndo o considerar M. humilis como género
diferente?” Para isto, devemos considerar alguns pontos: i) se a topologia for analisada somente
com Mico e Cebuella, ndo hd problema em deixar M. humilis em um género préprio
(Callibella), pois Cebuella passaria a ser o género mais divergente, Callibella como a segunda
linhagem a diversificar, e por fim Mico como outro género, monofilético, irmédo de Callibella.

i) Para reforgar nossa proposta de que “humilis” pertence a Mico, analisamos o tempo
dedivergéncia tanto nos clados Mico e Callithrix, e verificamos que a divergéncia de “humilis”
em relacdo as espécies de Mico é menor do que de C. aurita em relacdo as demais espécies de
Callithrix. Estes dados consolidam a nossa proposta de manter “humilis” como espécie de Mico.
Caso contrario, a taxonomia de C. aurita deveria ser revista, passando esta a um statusde género
novo na Mata Atlantica.

i) Apesar de haver a possibilidade de criar géneros com base em filogenias moleculares
combinadas com tempo de divergéncia, € importante ressaltar a ocorréncia de hibridizacao
natural entre as espécies do género Callithrix (Malukiewicz, 2018; Malukiewicz et al., 2015;
Silva et al., 2018). Dessa forma, seria inapropriado elevar ao status de género uma espécie que
cruza naturalmente com outra espécie em ambiente natural.

O estudo de Tagliaro et al. (1997) traz a primeira filogenia molecular interespecifica de
Callithrix, baseada na Regido Controle mitocondrial. De acordo com estes dados, C. aurita
revelou-se a espécie mais divergente e os arranjos com as demais espécies foram fracamente

apoiados. Perelman et al. (2011) usaram dados genéticos de 54 loci nucleares e constaram que
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C. aurita é a especie irmd do grupo jacchus. C. penicillata + C. jacchus e C. kuhlii + C.
geoffroyi aparecem como grupo-irmao, no entanto todosestes agrupamentos apresentam baixos
valores de suporte.

A filogenia de Springer et al. (2012), combinando dados genéticos de 69 marcadores
nucleares e 10 genes de mtDNA é concordante com a topologia do presente estudo, apesar dos
agrupamentos de C. kuhlii e C. jacchus + C. penicillata de Springer et al. (2012) apresentarem
baixo suporte estatistico. Desta forma, a topologia gerada neste estudo fortalece a evidéncia
para o0 agrupamento de C. jacchus e C. penicillata como grupo-irmdo. Todos 0s outros nos
pertencentes ao grupo jacchus receberam altos valores do bootstrap e pp=1, tornando este o
primeiro estudo a fornecer evidéncias bem apoiadas para as relagdes evolutivas do grupo
jacchus.

Observamos um alto nivel de diferenciacéo entre os dois espécimes de C. pymaea 0s
quais divergem ha 890 mil anos, uma estimativa superior ao observado entre M. humeralifer e
M. mauesi e C. penicillata e C. jacchus. Em um estudo recente, Boubli et al. (2021)
identificaram estruturacdo nas duas especies de Cebuella constituindo quatro diferentes
linhagens, sendo duas em C. pygmaea separadas pelo Rio Putumayo e duas linhagens de C.
niveiventris separadas pelo Rio Purus, evidenciando uma possivel diversidade de tdxons que
necessita de maiores investigacfes. Callimico é recuperado grupo irmdo dos saguis, como
relatado em estudos usando dados ecoldgicos, morfoldgicos, reprodutivos e moleculares
(Buckner et al., 2015; Harris et al., 2014; Schneider & Sampaio, 2013).

Filogenias baseados em nDNA e mtDNA tem discutido a relacdo de Saguinus e
Leontopithecus, alguns os colocam como grupo-irmdos enguanto outros contestam esse
agrupamento. Opazo et al. (2006), usando sete genes nucleares obtiveram uma arvore bem
suportada que evidencia Saguinus e Leontopithecus como os primeiros géneros a divergir
dentro da subfamilia Callitrichinae e ndo corroboram Saguinus e Leontopithecus como grupo-
irm&os. Os resultados de Perelman et al. (2011), Schneider & Sampaio (2013) e Rylands et al.
(2016) também colocam Saguinus como um grupo nao-irmao de Leontopithecus.

Springer et al. (2012) realizaram uma analise filogenética concatenada usando dados de
mtDNA e nDNA e relataram resultados semelhantes aos observados no presente estudo, quanto
ao posicionamento filogenético dos géneros Saguinus, Leontopithecus, Callimico e Callithrix.
Os dados deste estudo sdo mais congruentes com os arranjos Springer et al. (2012) do que com
as andlises filogenéticas realizadas por Finstermeier et al. (2013) e Malukiewicz et al. (2017),

que colocam Leontopithecus como um grupo irméo de Saguinus.
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Em todas as topologias 0os micos de grande e pequeno porte formaram apenas quatro
clados: (1) grupo nigricollis (Leontocebus), (2) grupos mystax e inustus (clado A), (3) grupo
oedipus (clado B) e (4) grupos midas e bicolor (clado C). Diferindo de estudos anteriores que
recuperaram cinco dosseis grupos propostos por Hershkovitz (1977) (Boubli et al., 2015; Cropp
et al., 1999; daCunhaet al., 2011).

4.2. Cenario biogeografico da subfamilia Callitrichinae

De acordo com Hoorn et al. (2010), durante Mioceno a Amazonia Ocidental possuia um
sistema fluvial com drenagem em sentido noroeste. Durante a transi¢cdo do Mioceno e Plioceno,
o0 sistema pluvial da regido oeste da Amazonia evoluiu para um mega sistema de lagos e
pantanos (Sistema Pebas) (Figueiredo et al., 2009; Hoorn et al., 2010).

Segundo Hershkovitz (1977), a regido sudoeste da regido Amazonica, foi a area de
origem do ancestral comum dos géneros Leontocebus e Saguinus. E nesta area, ha
aproximadamente 13.1 Ma ocorreu 0 primeiro evento vicariante que separou as duas linhagens
gue deram origem aos taxons atuais de cada grupo. O tempo de divergéncia entre os dois
géneros é concordante com a formacéo do sistema Pebas durante o Mioceno.

Aindadurante o Mioceno, foram originados o0s trés grupos principais de Saguinus. Neste
momento ocorre uma grande mudanca no sistema fluvial amaz6nico, a drenagem do rio
Amazonas passa a fluir em diregcdo ao oceano Atlantico (Hoorn et al., 2017, 2010). Um evento
vicariante em Saguinus deu origem ao ancestral do clado A e o ancestral comum dos clados B
e C ha cerca de 10.7 Ma, similar ao observado em estudos anteriores (Brcko et al., em
preparacdo; Matauschek et al., 2011). Durante este periodo, a Amazonia Ocidental possuia
grandes extensOes de terras alagadas (Figueiredo et al., 2009; Hoorn et al., 2010), e o
soerguimento da Cordilheira Oriental dos Andes (Rousse et al., 2003) contribuiu para o
isolamento do ancestral do clado A na regido sudoeste da Amazonia, enquanto o ancestral
comum das demais espécies de Saguinus se dispersou para o noroeste do continente.

Com o declinio do Sistema Pebas, surgiram grandes extensfes de terra que foram
essenciais para a colonizacdo e diversificacdo de diversos grupos (Buckner et al., 2015; Hoorn
etal., 2010; Latrubesse et al., 2010), coincidindo com o inicio dadiversificacdo dentrodoclado
A que se originou e se diversificou em Inambari, resultando no aparecimento de S. inustus, que
se dispersou em sentido noroeste entre os rios Solimdes, Japura e Negro, e S. labiatus que se

diversificou a partir dos afluentes que estavam se desenvolvendo na calha sul do alto rio
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Amazonas. O padrdo de diversificacdo do clado A coincide com as radiacBes de varios grupos
de vertebrados amazoénicos durante o Plioceno (Buckner et al., 2015; Cheviron et al., 2005).

Outro evento cladogenético ocorrido em Saguinus deu origem aos ancestrais do clados
B e C, ha cerca de 8.2 Ma. O MRCA dos clados B e C ja havia se dispersado para a regiao
noroeste do continente, poréem, grandes areas alagadas impediram a sua dispersdao em direcdo
ao Escudo das Guianas (Rousse et al., 2003). Desta forma, 0 MRCA dos clados B e C se
manteve isolado naregido noroeste da América do Sul até o desaparecimento do Sistema Pebas
e a elevacdo da Cordilheira Oriental dos Andes. Estes eventos, associados as mudancgas
climaticas do Plio-Pleistoceno e ao fechamento do istmo do Panama foram os principais
impulsionadores para a diversificagdo dentrodo clado B.

A formacgdo da ilha do Marajo e conformacdo dos afluentes da calha norte do rio
Amazonas (Ribas et al., 2012) levaram a diversificagdo do clado C. Desse modo, S. martinsi se
dispersou para a regido do Escudo das Guianas. A distribuicdo atual de S. niger no continente
e na ilha doMarajo indica que a ilha aindaestava conectadaao continente até o Plio-Pleistoceno
(Hoorn et al., 2010; Rossettiand Valeriano, 2007).

O terceiro género a se originar dentre os Calitriquineos foi Leontopithecus. O MRCA
de Leontopithecus, Callimico e dos saguis foi isolado em duas populacdes logo apés a
divergéncia de Saguinus. A populacdo que levou a Leontopithecus foi isolada na Mata Atlantica
e a outra populacdo, que deu origem a Callimico e todos 0s saguis, estava no noroeste
amazobnico ha cerca de 18 Ma. Enquanto a populacdo ancestral levando a Leontopithecus
continuou a se diversificar na Mata Atlantica até a recente diversificacdo dos micos-ledes
modernos, o ancestral dos saguis se dispersou no sudeste da Amazonia ha 16.5 Ma.

Os micos-ledes tiveram sua origem ao norte da Mata Atlantica. L. chrysomelas se
diversificou ao norte, e as outras espécies ao sul, concordante com suas ocorréncias atuais. Vale
ressaltar que o limite norte da sua area de distribuicdo é o rio de Contas, e o limite sul é o Rio
Jequitinhonha, no Sul da Bahia (Pinto & Rylands, 1997). O limite oeste € atribuido a presenca
da mata de cip6, formacéo tipica de transicdo da Mata Atlantica-Caatinga, associada ao
aumento da altitude devido a sua proximidade com o planalto da Conquista (Schroth et al.,
2011; Zeigler et al., 2010). Na parte sul, L. chrysopygus também tem sua distribuicdo limitada,
estando delimitada entre os rios Paranapanema e Tieté (lucn, 2021).

A diversificacdo dossaguis na Amazonia e Mata Atlantica é concordante com a hipotese
de que estes dois biomas possuiam uma conexao através de um corredor continuo que ligava as
duas regides (Buckner et al., 2015; Carneiro et al., 2018; Kenneth L Chiou et al., 2011; Lynch
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Alfaro et al., 2012). No presente estudo, o padrdo de diversificacdo do género Callithrix
evidenciou que o ancestral habitava a Mata Atlantica formado por uma Unica regido ainda
continua que ligava o norte e sul deste bioma. A diversificacdo das espécies Callithrix passou
por dois eventos vicariantes: o primeiro isolou C. aurita ao sul e o segundo evento levou ao
isolamento de populacdes de C. kuhlii e C. geoffroyi ao norte.

O periodo detransicdo do Plioceno-Pleistoceno é responsavel pela grande diversificacdo
dos macacos do Novo Mundo em que as intensas modificacdes e alteracdes na geologia e clima
foram fundamentais para a diversificacdo das espécies e atual distribuicdo dos géneros (Boubli
et al., 2015; Buckner et al., 2015; Kenneth L Chiou et al., 2011; Perelman et al., 2011). Por
ultimo, o ancestral de C. jacchus/C. penicillata se dispersou no Cerrado e C. jacchus se
dispersou e ocupou a Caatinga. Um evento vicariante deixou C. penicillata isolado no Cerrado.

Segundo, Malukiewicz et al. (2021b) a existéncia de rios tem sido uma barreira efetiva
para o isolamento de espécies de primatas na Mata Atléantica. O atual padréo de distribuigdo das
espécies de Callithrix observado no presente estudo também pode ser explicado por rios como
barreira. De acordo com o estudo de Haffer & Prance (2002), o Plio-Pleistoceno foi um periodo
de intensas flutuacGes climaticas, o aumento no nivel dos rios serviu uma como barreira para
explicar o processo de diversificagdo de trés espécies de Callithrix.

O Rio Jequitinhonha possivelmente isolou C. kuhlii e C. geoffroyi ao norte, enquanto o
Rio Doce isolou C. aurita ao sul da Mata Atlantica. Assim, temos um quadro biogeogréfico,
com C. aurita delimitado pelo Rio doce; C geoffroyi e C. kuhlli separados pelo Rio
Jequitinhonha, e por fim C. jacchus e C. penicillata delimitados Rio S&o Francisco. As analises
biogeogréaficas sugeriram que a colonizacdo de C. jacchus e C. penicillata é resultado de
eventos de dispersdo, deste modo ndo podemos descartar fatores ecoldgicos e potenciais
adaptativos de cada espécie como mediadores da diversificacao.

Com relacéo aos saguis amazonicos, 0 MRCA doclado Cebuella e Mico teve sua origem
nas areas de endemismo que compreendem Imeri, Napo e Negro ha 8.1 Ma. Um evento
cladogénico separa em duas populagdes, uma levando a Cebuella e a outra da origem a Mico.
O ancestral das espécies de Mico atuais coloniza Rond6nia, onde comega sua diversificacdo
para as areas H1J (Rond6nia, Xingu e Belém). M. humilis foi a primeira espécie a se diversificar,
atualmente restrito a uma pequena &rea de distribuicdo no interflGvio entre os rios Madeira e
Aripuana. Areconstrucdo ancestral evidéncia que esta espécie possuia uma faixa dedistribuicdo
muito maior abrangendo o interflivio delineado pelos rios Madeira, Amazonas e Tapajos, como

sugerido por Van Roosmalen & Van Roosmalen (2016). A competicdo com outras espécies de
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Mico € um dos principais elementos que restringem a distribuicdo desta espécie (Roosmalen,
2003; Van Roosmalen, 1998).

Foi durante o Plioceno ha 3.1 Ma, que ocorreu a formacéo de dois clados, um levando
a M. argentatus e M. rondoni e o outro que deu origem a M. humeralifer, M. mauesi e M.
saterei, concordando com o declinio do sistema Pebas (Hoorn et al., 2010; Latrubesse et al.,
2010). O surgimento de novos rios, durante o Plioceno e a suas conformagdes durante o
Pleistoceno, levou a expansdo da floresta tropical permitindo a diversificacdo das espécies
atuais (Buckner et al., 2015; Matauschek et al., 2011; Rylands et al., 2016).

Dentre os calitriquineos, o género Cebuella teve sua origem e diversificacdo mais
recente. De acordo com o cenario biogeografico, Cebuella apresenta ampla distribuicdo nas
areas Imeri, Napo e Negro, por voltade 2.2 Ma um evento de migracéo leva a diferenciacéo de
C. niveiventris em Inambari. A travessia do Rio SolimGes deve ter acontecido através de ilhas
de vérzea flutuante e/ou através de meandros, que sdo conformacgBes comuns de rios

amazonicos (Hoorn et al., 2010).

5. Conclusoes

Este estudo corrobora em grande parte as filogenias anteriores de estudos moleculares
dos Callitriquideos. Obtivemos uma filogenia bem resolvida baseada nos genes codificadores
de proteinas e ribossomais que fornece evidéncias conclusivas sobre o agrupamento dos taxons
mais emblematicos da subfamilia Callitrichinae e esclarece as principais questfes em aberto na
filogenia do grupo. As novas informaces a respeito de M. humilis, uma espécie considerada
vulneravel, facilitard a tomada de decisdes para conservacdo deste taxon que tem sido
acometido pela perda de habitat e competicdo por recursos com outras espécies.

A biogeografia deste grupo de primata Neotropical teve seu inicio com a fragmentacédo
de um ancestral com ampla distribuicdo amazonica. A formacdo do sistema Pebas durante o
Mioceno, o soerguimento da Cordilheira Oriental dos Andes, a formacéo da ilha do Marajd, o
declinio do sistema Pebas durante o Plioceno, a conexdo da Amazonia e Mata Atléntica, a
conformacgédo dos rios amazo6nicos e as mudangas climaticas do Pleistoceno foram os principais
impulsionadores da origem e diversificacdo das espécies atuais de Calitriquineos na Amazonia.
A diversidade dos saguis e micos-lebes na Mata Atlantica, é concordante com um padréo de
especializacdo em diferentes ecorregides: Leontopithecus nas terras baixas, e Callithrix nas

terras altas e floresta estacional (Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga).
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Tabela 1. Lista das amostras sequenciadas neste estudo e suas respectivas procedéncias.

Espécie Codigo LGBM  Procedéncia

L. weddelli Sfw 2215 Ronddnia, UHE Samuel, margem direita do Rio Jamari

S. niger Sni1101 Tucurui, UHE Tucurui, margem direita do Rio Tocantins
S. labiatus CTGA 167 Amazonas: Tapaua, margemdireita do Rio Purus

S. martinsi CTGAMS508  Terra Santa, margemdireita do Rio Saraca

S. leucopus Sg 21 Antioquia, Coldmbia*

S. inustus LB705 Comunidade Boa Esperanca, Amana

C. goeldii Cgo27 Lagoinha (Acre)

M. humilis MhuO1 Comunidade Nova Olinda, Rio Aripuand-Amazonas

M. mauesi LB521 Comunidade Nova Olinda, margem direita do Rio Abacaxis

M. argentatus LB517

M. humeralifer LB803

M. saterei LB524

M. rondoni Ceed084

C. niveiventris CTGAM 170
C. pygmaea Cpyl105

C. pygmaea Cpy787

C. aurita Caulb12
L.chrysomelas Lc01

Cametd, Km 27, Camata-Tucurui, Ramal Ventura

Juruti (PA), Comunidade Jabuti, area projeto Bauxita
Municipio Borba (AM), margem esquerda do rio Mari-mari
Ronddnia, UHE Samuel, margem direita do Rio Jamari
Igarapé do Jacinto, Rio Purus, margem direita

Centro Nacional de Primatas do Para

Margem esquerda do Solimdes, Reserva Mamiraua

Centro de Primatologia do Estado do Rio de Janeiro

Centro de Primatologia do Estado do Rio de Janeiro

*Amostra fornecida por Manuel Ruiz-Garcia (Pontificia Universidad Javeriana, Bogota DC.,

Coldmbia).

60



890

891
892

893
894

895
896
897
898
899
900
901
902
903
904
905
906
907
908
909
910
911

61

Tabela 2. Regides biogeograficas usadas para reconstruir a historia biogeografica da

subfamilia Callitrichinae.

Regido Areas de Ocorrénciadas espécies

Biogeografica endemismo/bioma

A Chocé S. leucopus, S. oedipus

B Marandn C. goeldii, C. niveiventris

C Imeri C. goeldii, C. pygmaea

D Napo C. goeldii, C. pygmaea

E Negro C. goeldii, C. pygmaea

F Inambari L. weddelli, S. inustus, S. labiatus, C. niveiventris

G Guianas S. martinsi

H Rondodnia M. humilis, M. humeralifer, M. argentatus, M. rondoni,
M. saterei, M. mauesi, S. niger

| Xingu M. humilis, M. humeralifer, M. argentatus, M. rondoni,
M. saterei, M. mauesi, S. niger

J Belém M. humilis, M. humeralifer, M. argentatus, M. rondoni,
M. saterei, M. mauesi, S. niger

M Cerrado C. penicillata

O Caatinga C. jacchus

P Mata Atlantica (Norte) L. chrysomelas, C. kuhlli, C. geoffroyi

Q Mata Atlantica (Sul) L. chrysopygus, L. rosalia, C. aurita
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de log-verossimilhanca (LnL), os nimeros dos parametros, dispersdo (d), extincao (e), efeito fundador (j) e os critérios de informacdo de AIC.

Modelos Parametros | d e ] LnL AlCc AlICc wt
DEC 2 0.014704338 | 0.044583765 | 0.00000000 | -12777857 | 2.601.026 | 1,84E-18
DEC+J 3 0.009456072 | 0.007570176 |0.03116440 |-12514912 | 2.574.411 | 6,97E-18
DIVALIKE 2 0.014625972 | 0.032864229 | 0.00000000 | -13237198 | 2.692.894 | 1,86E-20
DIVALIKE+] 3 0.011036606 | 0.011341865 | 0.01400999 | -12910738 | 2.653.576 | 1,33E-19
BAYAREALIKE 2 0.009554035 | 0.127411780 | 0.00000000 | -10393226 | 2.124.100 | 4,19E-08
BAYAREALIKE+] |3 0.001190310 | 0.000000100 | 0.04349964 | -7182928 | 1.508.014 | 1,00E+06
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Tabela 3. Comparacdo entre os seis modelos estimados no BioGeoBEARS. Para cada modelo implementado na analise sdéo mostrados os valores
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927

Callimico
Callithrix

Cebuella
Leontocebus

Leontopithecus
Mico

Saguinus

928
929
930 Figura 1. Area de distribuicdo geogréafica da subfamilia Callitrichinae. A distribuico
931  geogréfica foi obtida através da sobreposicdo dos shapes de cada género disponibilizados pela
932 IUCN (2021) e corrigido com base em Kierulff et al. (2008), Porter & Garber (2004), Rylands
933 etal. (2016), Rylands & Mittermeier (2009) e Van Roosmalem & Van Roosmalem (2016).
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Figura 2. Arvore filogenética baseada nos genes codificadores de proteinas e de RNA

ribossomal do genoma mitocondrial. Suporte de bootstrap/probabilidade posterior para analises

de MV e IB sdo mostrados em cada nd. Os asteriscos representam valores de bootstrap

inferiores a 95%. Desenhos autorizados por Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas

em Primatas.
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Figura 3. Inferéncia Bayesiana da estimativa do tempo dedivergéncia. As barras azuis indicam

0s 95% HPD de cada n6. Os niumeros em cada n6 indicam a estimativa de tempo de divergéncia.

Todos os clados apresentam pp=1. Uma escala de tempo geoldgico é fornecida abaixo da

arvore. O tempo ¢é estimado em milhGes de anos. Asterisco representa a diversificacdo de C.

jacchus e C. penicillata (0.405 Ma).
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Figura 4. Reconstrucdo da histéria biogeografia dasubfamilia Callitrichinae. As letras em cada

no representam a area ancestral reconstruida, conforme descrito na Tabela 2.
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Tabela S1. Primers desenvolvidos no presente estudo para a amplificacdo dos 26 fragmentos

do genoma mitocondrial dos representantes da subfamilia Callitrichinae.

PRIMER SEQUENCIADOPRIMER (5' --> 3" REFERENCIA
S0e12S232F AGCAGTGACAAACCTTTAGCA Presente estudo
So0el6S1217R CCCTTGCGGTACTGTGTCTAT

S0el2S670F CAGCCTGTATACCGCCATCT Presente estudo
S0el6S1632R TTGAGCTTGAACGCTTTCTT

S0el6S1323F CCCGAAACCAAGCGAGCTA Presente estudo
S0el6S2009R CCTTTGCACGGTCAGGGTA

S0el16S1882F AAAGGAACTCGGCAAACTCT Presente estudo
SoeLEU2676R GTTTTATGCATTTACCGGGCT

S0el16S2395F ACGACCTCGATGTTGGATCA Presente estudo
So0eND13243R AGGAGTCAGGAGTGTTCTTGT

S0eND13071F TGGTCCGGGTGAGCATCTA Presente estudo
SoeND24050R GCTTCTGTGGATCGGGGTT

S0eGLN3752F AGGAATCGAACCCATACCTGA Presente estudo
SoeND24447R TCCTATGTGGGTGATTGAGGA

S0eND24129F CGGGCAATGATCAATTAACCC Presente estudo
SoeTRP4960R GGCTTTGAAGGCTCTTGGTC

SoeND24766F CGCCTAACATACTCCATTTCA Presente estudo

S0eCOI5662R
S0eCOI5346F
S0eCOI6313R
Lweddelli COI 12F
Lweddelli COIl 12R
Soe SER 13F

Soe COII 13R
SoeATP68032F
S0eCOI118849R
So0eCOII118635F
So0eND39584R
SoeND39505F
So0eND410344R
S0eND4L.9948F
S0eND410850R
So0eND410583F
S0eND411404R
SoeND411225F
S0eND512221R
So0eND511987F
S0eND512933R
Soe ND5 21F

Soe ND6 21R
So0eND512938F
S0eND613755R
S0eND613631F
So0eCYTB14414R
Lweddelli ND6 24F
LweddelliCYTB 24R
SoeCYTB14975F
So0eDLOOP15761R
S0ePRO15377F
So0eDLOOP15933R
SoeDLOOP15845F
S0el12S315R

GGATGCAAGTAGAAGGAGGAG
ATGTTCATAARYCGCTGAYTATT
TTTGTTGGAGTARTATGTACRAT
CCAGTYCTAGCTGCHGGRATTAC
TARCGTRGTGGTCGYGTTYATCC
CGAATACGGAAGGACTTGAACC
AGGTTCTYAAGCTTCATACTCG
TCAACAACCGACTCTCCTC
CTATTCCGTATCGAAGGCC
CCCAAGCCCTTGACCACTAA
GTTGTAGGGTCGAATCCGCA
ACCATCGCATTCTGAATCCCA
AGGGGTGATGCTAATGGATCT
TCACTGCTATGTTTAGAGGGCA
CTGCTGCAAGTACCATTGAGC
GCCGGCTCGTACTTCCTAT
TGGCCCTCGTTGTGTTGAG
TGACTCCTAGCTAACCTCGCT
GTGTTGGCATCTGTTCGGC
TGTTCACCCCTGTAGCACT
ATACGACGTGTTGGCGGTT
TTYTCWACCTCAAGCCAACTAGG
CGTCGTGGYCAVCCTAGAGTGCT
ACGCCTGAGCACTCACAAC
GGTGGGGACCCTATTCAAA
TACAAAGCAGCAGCACCCG
ATATGGATGCGCCGTTAGC
GCATATGTCATTATTCCCACATGG
CGTATYCGMTAGGAGCTAGTAGG
GCATACGCAATCCTACGGTC
TGGTTTCACGGAGGTTGGT
TCTACCATCAACACCCAAAGC
AAAGAGGGTGATAGCGCCAC
GGTTCCTACTTCAGGGCCA
GGTGGCTGGCACGAAATTG

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo

Presente estudo
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respectivos nimeros de acesso.

Tabela S2. Lista das espécies baixadas do GenBank para a andlise filogenética e seus

Espécie

NUmero de
acesso

Referéncia

Callithrix jacchus

Callithrix penicillata
Callithrix kuhlii

Callithrix geoffroyi
Saguinus oedipus
Leontopithecus rosalia
Leontopithecus chrysopygus

Aotus azarai

Aotus lemurinus
Aotus nancymaae
Lagothrix lagotricha
Saimiri boliviensis
Sapajus xanthosternos
Cebus albifrons
Cacajao calvus
Alouatta caraya
Ateles belzebuth
Chiropotes albinasus
Plecturocebus cupreus
Cheracebus lugens

NC025586
KR817256
KR869628
KC757388
KC757409
NC021952
NCO037878
NC021939
NC019799
JN161101

NC021951
NC018096
NC021961
NC002763
NC021967
KC757384
NC019800
NC021946
NC021965
NC024630

Wang et al. (2016)
Malukiewicz et al. (2017)
Zhang et al. (2016)
Finstermeier et al. (2013)
Finstermeier etal. (2013)
Finstermeier et al. (2013)
De Freitas et al. (2018),
Finstermeier et al. (2013)
Hodgson et al. (2009)
Babb et al. (2011)
Finstermeier et al. (2013)
Chiou et al. (2011)
Finstermeier et al. (2013)
Arnason et al. (2001)
Finstermeier etal., (2013)
Finstermeier et al., (2013)
Hodgson et al. (2009)
Finstermeier et al. (2013)
Finstermeier et al. (2013)
Menezes et al. (2013)
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Capitulo 111

Artigo I1: Mitogendmica comparativa revela estrutura, organizacéo e codigo genético dos

Primatas Neotropicais

Este artigo serd submetido ao periddico Plos One. Seguimos as diretrizes para autores, desta
forma, o manuscrito segue os topicos, estilo de referéncias e citagBes que o periddico
recomenda.
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Resumo

Realizamos um estudo comparativo com 25 mitogenomas da subfamilia Callitrichinae, um
grupo de primata Neotropical que se distribui na Amazonia e Mata Atlantica. O genoma
mitocondrial completo dos primatas do Novo Mundo, corresponde a uma molécula de dupla
fita circular, composto por 38 genes, sendo 13 PCGs, 22 genes de tRNA, dois genes de rRNA
e duas regides ndo codificadoras. A cadeia pesada possui 12 PCGs, 14 genes de tRNA, dois
genes de rRNA, e duas regifes ndo codificadoras, enquanto a cadeia leve contém apenas um
gene codificador e oito genes de tRNA. Todas as espécies estudadas, compartilham a ordem
dos genes de tRNA na regido WANCY tipica de vertebrados. Os resultados do presente estudo
evidenciaram a presenca de uma sequéncia ndo codificadora com cerca de 32 pb entre 0s genes
de tRNA Asparagina e Cisteina. Os genes codificadores de proteinas apresentam quatro
diferentes start codons: ATG, ATA e ATT e GTG. Observou-se quatro stop cédons completos:
TAG, TGA, TAA e AGG, este ultimo exclusivo do gene COI. A frequéncia dos aminoacidos
isoleucina, leucina, prolina, serina e treonina foram dominantes em relacdo aos demais
aminoacidos. Estes aminoacidos sdo, em sua maioria, compostos por A ou T na segunda e
terceira posicdo do cddon, contribuindo para o vies A+T de todo o mitogenoma. Nao
observamos rearranjos de genes em todo o genoma mitocondrial e nas trés familias de primatas
neotropicais, aregido controle é a principal fonte de variacdo no tamanho dos mitogenomas. Os
dadosde mitogendmica comparativa reforgcam o posicionamento de M. humilis no género Mico,
e ainda refutam o agrupamento de Leontopithecus, Saguinus e Leontocebus como grupo-irmao.
As anélises de composic¢do de bases, tamanho dos fragmentos do genoma e uso de aminoacidos
revelou uma forte similaridade entre os géneros Cebus, Sapajus, Saimiri e Aotus, que por sua
vez, ndo apresentam diferencas significativas com relacdo ao seu grupo mais proximamente
relacionado, a subfamilia Callitrichinae. Neste estudo, fornecemos os primeiros dados de
mitogendmica comparativa para os sete géneros da subfamilia Callitrichinae. Além disso
descrevemos, pela primeira vez, o mitogenoma de representantes do género Mico e

Leontocebus.

Palavras-chave: Mitogenoma, Origem da Cadeia Leve, Primatas do Novo Mundo,

Callitrichinae
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Introducéo

Os avancos no sequenciamento de DNA, juntamente com os melhoramentos nos
programas de bioinformatica facilitaram a inferéncia de filogenias baseadas em mitogenomas
[1,2]. Tais filogenias sdo cruciais para a reconstrugdo da historia evolutiva dos numerosos
grupos taxonémicos, incluindo primatas, tornando-se uma ferramenta ainda mais vantajosa pelo
fato de que o0 genoma mitocondrial ndo possui introns e as regides intergénicas geralmente sao
muito pequenas [3], associado ao fato de ser de facil amplificacdo e apresentar muitas cdpias
por célula [2].

O genoma mitocondrial dos primatas neotropicais contém de 15 a 17 quilobases (kb) e
tamanho variavel entre as espécies [4]. As duas fitas do mtDNA possuem composic¢ao de bases
diferentes e por isso recebem diferentes nomes: a cadeia H (de heavy ou pesada) é rica em
guaninas e a cadeia L (de light ou leve) é rica em citosinas [1]. Essa molécula contém, em sua
maioria, sequéncias nao repetitivas: geralmente possui dois genes que codificam RNAs
ribossomais (12S e 16S rRNA), 22 genes que codificam RNAs transportadores (tRNAs), 13
genes codificadores de proteinas (protein-coding genes - PCGs), e a Regido Controle nao
codificadora que contém os sitios para replicacdo e inicio da transcricdo do genoma
mitocondrial [5].

O processo de replicagdo do mtDNA tem inicio com a sintese da cadeia pesada, na
origem de replicagdo da fita H (OH) [6]. A sintese prossegue unidirecionalmente e apos
aproximadamente um terco dafita H ter sido replicada, a origem da replicacdo da cadeia leve
(OL) torna-se exposta e, entdo, a replicacdo dafita L é iniciada, seguindo em direcdo oposta a
fita H [7]. A sequéncia OL, um segmento de DNA néo codificador com cerca de 32 pares de
bases, esta localizada na regido WANCY, uma regido que codifica cinco genes de tRNA
(Triptofano, Alanina, Asparagina, Cisteina e Tirosina) [8].

Além da amplificagdo e sequenciamento das por¢des do mtDNA, mais informagdes
podem ser acessadas a partir do sequenciamento do genoma mitocondrial completo [4]. Em
uma busca no NCBI (National Center for Biotechnology Information), em janeiro de 2022, foi
retornado um total de 124 mitogenomas disponiveis da ordem Primatas, dos quais 25
correspondem a primatas do Novo Mundo, mas apenas nove sdo da subfamilia Callitrichinae.
Até a data da busca, ndo existiam sequéncias do genoma mitocondrial de representantes dos
géneros Mico e Leontocebus.

As especies da subfamilia Callitrichinae apresentam caracteristicas exclusivas como o

pequeno tamanho corporal, unhas em forma de garras, exceto no polegar (ausente em
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Callimico); molares com trés cuspides e auséncia de terceiro molar, exceto em Callimico, que
apresenta o terceiro molar de forma reduzida; parto gemelar (exceto em Callimico, que
apresenta parto com apenas um filhote) [9,10]. No presente estudo, sequenciamos 18 genomas
mitocondriais completos compreendo sete géneros que incluem os saguis amazonicos (Mico e
Cebuella), os saguis da Mata Atlantica (Callithrix), o macaco goeldi (Callimico), micos
(Saguinus e Leontocebus) e os micos-ledes (Leontopithecus) [11-13].

Devido a variacdo dentro da subfamilia Callitrichinae este grupo € ideal para realizar
uma analise comparativa dos mitogenomas de representantes de todos os géneros para fornecer

insights sobre a evolugdo do genoma mitocondrial dos primatas Neotropicais.

Material e Métodos
Extracdo de DNA, Montagem do Mitogenoma e Anotacio

As amostras utilizadas no presente estudo estdo listadas na Tabela 1. O isolamento do
DNA total das amostras (sangue ou tecido muscular) foi realizado utilizando o “kit de DNA
Purification Wizard Genomic” (Promega®) de acordo com o protocolo do fabricante. A
amplificacdo do mitogenoma foi realizada utilizando 26 pares de iniciadores desenhados para
os calitriquineos. O sequenciamento foi realizado pelo método didesoxiterminal [14] em
sequenciador automatico ABI 3500XL. As sequéncias dos mitogenomas de Leontopithecus
rosalia (NC021952), L. chrysopygus (MG933868), Callithrix geoffroyi (NC021941), C.
jacchus (KM588314), C. penicillata (NC030788), C. kuhlii (NC027658) e Saguinus oedipus
(NC021960) foram obtidas do GenBank. Esses mitogenomas foram incluidos e analisados
juntamente com dados gerados no presente estudo, para fins de comparacao.

Todos os fragmentos sequenciados no presente estudo foram alinhados e editados no
software Bioedit [15]. Posteriormente, os mitogenomas foram alinhados na versdo online do
Mafft 7 [16] utilizando como referéncia uma base de dados composta pelos genomas
mitocondriais completos de L. rosalia, L. chrysopygus, C. geoffroyi, C. jacchus, C. penicillata,
C. kuhlii, e S. oedipus, obtendo assim, uma sequéncia consenso de todos os fragmentos para
cada genoma.

Todos os genomas foram anotados utilizando o MitoZ [17] e o MITOS 2. 0 web-server
(http://mitos2.bioinf.uni-leipzig.de/index.py) [18], utilizando a configuragdo 02-vertebrado
para Genetic Code e RefSeq 63 Metazoa como referéncia, as configuracdes restantes foram

definidas de acordo com default. Os genes de tRNA e suas estruturas secundarias foram
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identificados no tRNAscan-SE Search Server v.1.21 (http://lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/)
[19]. OsPCGs, foram transcritos no programa MEGA XI [20].

O uso relativo de cddons sindnimos (Relative Synonnymous Codon Usage — RSCU) foi
calculado utilizando o PhyloSuite v1.2.2 (ZHANG, 2020).0 tamanho dos genomas, a
composicdo de bases e a composicdo de aminoacidos foi calculada utilizando os scripts do
pacote Biopython (https:/biopython.org/) e posteriormente adicionado ao pacote plotly
(https://plotly.com/python/) para a geracdo dos graficos.

As ilustracbes dos mitogenomas foram geradas através do servidor online
CGview (http://cgview.ca/) [21]. A paleta de cores das imagens do presente estudo, foi
adaptada para daltbnicos com protanopia e deuteranopia [22]. A arvore de Maxima
Verossimilhanga (MV) foi executada no programa 1Q-Tree [23]. Para a estimativa do suporte
dos nos foram realizadas 1.000 réplicas de bootstrap a partir de uma topologia aleatoria.
Posteriormente as arvores foram sumarizadas no TreeAnnotator 1.8.1, com exclusdo das 25%

iniciais. A visualizacdo e edicdo da arvore foi realizada no FigTree v.1.4.2 [24].

Resultados e Discusséo
Estrutura, organizagdo e composicdo do genoma mitocondrial

Os mitogenomas das 17 espécies de calitriquineos, sequenciados no presente estudo,
correspondem a uma molécula de dupla fita circular, similar a outros genomas mitocondriais
da subfamilia Callitrichinae [2,4,5]. O genoma mitocondrial completo destas espécies é
composto por 38 genes, sendo 13 PCGs (ATP6, ATP8, COI, COlI, COIIl,CYTB,ND1, ND2,
ND3, ND4,ND4L, ND5 e ND6), 22 genes de tRNA e dois genes de rRNA (12S rRNA e 16S
rRNA) e duas regides nédo codificadoras (Regido Controle e OL) (Figura 1 a 12). A ordem dos
genes é idéntica a de outros primatas neotropicais, e nenhum rearranjo foi observado quando
analisamos os mitogenomas das trés familias de platirrine (Cebidae, Atelidae e Pithecidae).

O tamanho dos 25 mitogenomas, analisados no presente estudo, variaram de 16.246 bp
(C. penicillata) a 16.872 bp (L. rosalia), com um tamanho médio de 16,4 kb. A variagdo de
tamanho observada entre os mitogenomas pode ser atribuida principalmente a variagcdo de
comprimento da Regido Controle (Figura 13C). Além disso, todos 0s mitogenomas
apresentaram um forte viés de nucleotideos AT, uma vez que o conteado A + T foi mais rico
que o conteudo de G + C em todas as espéecies analisadas, similar ao observado em outros
estudos [2,4] (Figura 13B).
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Em todas as espécies analisadas, evidenciamos que a cadeia pesada possui 12 PCGs, 14
genes de tRNA, dois genesde rRNA, e duas regides nao codificadoras (Regido Controle e OL),
enquanto a cadeia leve contém apenas um gene codificador (ND6) e oito genes de tRNA
(tRNAGIn, tRNAAIa, tRNAAsn, tRNACys, tRNATyr, tRNASer, tRNAGIu e tRNAPro)
(Tabela S1 a S9).

Genes de RNA Ribossdmico e de Transferéncia

Os tRNAs sdo compostos por quatro bragos, 0s quais correspondem a uma haste
aceptora (local de ligagdo do amino&cido), ao braco D (alca que contém a base diidrouridina
modificada), ao braco do anti-cédon (alca que contém o anti-cédon) e ao braco T (alca que
contém a pseudouridina). Os 22 genes de tRNA espalham-se pelo genoma, onde encontram-
se intercalados entre os genes de rRNA e os genes codificadores de proteinas e variam de 59
pb (tRNASer) a 75 pb (tRNALeu).

Igual a0 comumente encontrado em outras espécies de platirrini, 21 genes de tRNA
podem ser dobrados na estrutura secundéria tipica de trevo, com exce¢do do tRNASer, cujo
braco de dihidrouridina foi perdido [2,4]. Todos os mitogenomas contém dois tRNAS
codificados para serina e leucina com diferentes anticodons. As sequéncias dos anticodons
foram conservadas em todas as espécies da subfamilia Callitrichinae.

Todas as espécies de primatas Neotropicais estudadas, compartilham a ordem dosgenes
de tRNA na regido WANCY tipica de vertebrados (isto é, tRNATrp, tRNAAIa, tRNAAsh,
tRNACYS e tRNATyr). Os resultados do presente estudo evidenciam a presenca de uma
sequéncia ndo codificadora com cerca de 32 pb entre os genes de tRNA Asparagina e Cisteina
(Figura 1 a 12). Em mamiferos, esta sequéncia corresponde ao local de origem dareplicagdo da
fitaL, (OL) [25].

Os genes de tRNA daregido WANCY formaram um grupo compacto com sequéncias
intergénicas muito curtas. Em todas as espécies o tRNAAIa foi separado por um nucleotideo
do tRNAAsn, que por sua vez apresentaram dois nucleotideos que o separa da regido OL. O
tRNATrp e o tRNAAIa apresentaram um espago intergénico de nove nucleotideos no género
Leontopithecus, nos demais géneros séo oito. Os genes tRNACyse tRNATyr se sobrepdem por
um nucleotideo, a regido OL e 0 tRNACys também se sobrepdem em um nucleotideo.

Osdois genes derRNA, 12S e 16S, como em outros vertebrados, estédo localizados entre
o0s genes tRNAPhe e tRNALeu, e sdo separados pelo tRNAVal. O rRNA 12S é menor do que
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sua contraparte rRNA 16S, mas suas composicdes de nucleotideos ndo diferem

significativamente.

Genes Codificadores de Proteinas

O cddigo genético utilizado nas mitocondrias de vertebrados, em Drosophila, em
leveduras e nas plantas apresentam determinadas diferengas. Um exemplo disso é a trinca AGG
que codifica a serina em Drosophila e arginina em plantas e fungos, mas corresponde a um
cédon de parada no mtDNA de mamiferos [2,25]. Para os calitriquineos, observamos quatro
cédons determinacdo completos: TAG, TGA, TAA e AGG. Cdodonsde parada incompletos (T)
e (TA) sdo presumivelmente concluidos como TAA por poliadenilagdo pos-transcricional
[26].

O stop cdédon TAA foi o mais prevalente, sequido por TAG, TGA e finalmente por
AGG, o qual é exclusivo do gene COI. O codon de parada incompleto T foi observado nos
genes ND2,ND3 e COIl em quase todas as espécies da subfamilia Callitrichinae, com excec¢éo
dos representantes do género Leontophithecus, 0s quais apresentaram esse stop codon apenas
no gene ND3. Todas as espécies apresentam AGG como stop cédon do COI. O gene CYTB
apresenta dois stop cédon (TAA e TAG), no género Callithrix apenas C. aurita apresenta TAA,
as demais espécies sdo TAG. Nos géneros Cebuella, Callimico, Mico, Leontocebus e
Leontopithecus todas as espécies possuem stop codon TAA no CYTB. Com excecdo de
Callimico goeldii, todos os demais calitriquineos apresentaram TAA como stop codondo ND1.

Com relacdo ao gene NDA4L, todas as espécies estudadas apresentaram stop codon TAA.

Os PGCs correspondem aproximadamente a 69,1% do mitogenoma, totalizando 11.337
pb. Apresentam quatro diferentes starts cddons: ATG (Metionina), ATA e ATT (Isoleucina) e
GTG (Valina). ATG € o cddon de iniciacdo de nove dos 13 PGCs, com excecdo de Saguinus
e Leontocebus que sdo oito (0 gene ND4L tem GTG como start codon). O gene ND1apresenta
dois starts codons, dos quais ATG exclusivo de Saguinus e Leontopithecus, enquanto nos
demais géneros, o codon de iniciacdo é GTG. Todas as espécies analisadas possuem ATA

como codon de iniciagdo do gene ND5.

O tamanho dos PGCs mostrou-se relativamente conservado na maioria dos géneros de
primatas do Novo Mundo. Especificamente na subfamilia Callitrichinae, trés modificagdes no
tamanho dos genes sdo mais evidentes. No género Saguinus, nota-se um aumento no tamanho

dogene ATP8 de S. leucopus. Além disso, observa-se uma reducdo no tamanho do gene ND4L
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de L. chrysomelas e nota-se também uma reduc¢éo no tamanho total do gene ND5 de M. humilis
(Figura 13C).

Quatro sobreposicBes ocorreram nos PGCs: ATPase8 e ATPase6, ATPase6 e COlII,
ND4L e ND4. Os géneros Cebuella, Callimico, Callithrix, Saguinus, Leontocebus e
Leontopithecus compartilham 46 pb, enquanto no género Mico sdo 40 nucleotideos, sobrepostos
entre os genes ATPase8 e ATPase6. Um nucleotideo é compartilhado pelos genes ATPase6 e
COIlll. Com relacdo aos genes ND4L e ND4, nos géneros Cebuella, Callimico, Callithrix,
Saguinus e Leontocebus hd o compartilhamento de sete nucleotideos, em Leontopithecus sao
trés. Observa-se que no género Mico, M. rondoni, M. argentatus compartilham sete
nucleotideos, o qual é corroborado pela sua proximidade filogenética, enquanto nas demais
espécies sdo quatro.

Além disso, ha cinco sobreposi¢fes conservadas entre os setes géneros da subfamilia
Callithrinae, sendo trés nucleotideos entre tRNAlle e tRNAGIn, um nucleotideo entre OL e
tRNACYys, um nucleotideo entre tRNACyse tRNATyr, um nucleotideo compartilhado pelos
genes ATPase6 e COlll e um nucleotideo entre COIll e tRNAGIy.

O mitogenoma dos calitriquineos possui 15 espacadores, variando em 1 a 36 bp. O maior
espacador intergénico esta localizado entre o gene ND2 e tRNATrp (36 nucleotideos). O menor
espacamento intergénico total foi observado em S. martinsi (94 nucleotideos) e 0 maior em M.
mauesi (122 nucleotideos), as demais espécies se encontram dentro da média. Esses resultados
sdo consistentes com estudos anteriores [1,4,5,27]. Assim, a extrema compactacdo,
caracteristica do mtDNA de vertebrados [8,28] € bem ilustrada nos resultados do presente
estudo.

A partir da andlise RSCU identificou-se um conjunto de codons ideais entre 0s
mitogenomas estudados (Figuras S1 a S7). A mitocondria dos micos-ledes mostrou maior
variacdo no uso dos cddons preferenciais, as mudancgas ocorreram nos aminoacidos serina,
alanina, acido glutamico, glutamina, prolina, glicina, leucina, metionina, arginina e treonina.
Em relacdo a Saguinus, observaram-se diferencas nos cédons preferenciais para 0s aminoacidos
alanina, glicina, leucina, arginina, serina e valina. O género Mico apresentou diferengas nos
aminoacidos alanina, glicina, metionina, glutamina, serina, treonina e valina. Essas diferencas
ocorreram no nucleotideo da terceira posicdo, de forma que o cddon preferencial € terminado
por uma base complementar.

O uso de aminoacidos mostra que a isoleucina, leucina, prolina, serina e treonina foram

dominantes em relagdo aos demais aminoacidos (Figura 13D). Estes aminoacidos sdo, em sua
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maioria, compostos por A ou T na segunda e terceira posicdo do cdédon. Essas composicoes

contribuem para o viés A + T de todo o mitogenoma.

Regides néo codificadoras

Existem duas regides ndo codificantes no genoma mitocondrial dos primatas do Novo
Mundo. Uma delas, é a origem da cadeia L que se localiza na regido WANCY, como em outros
mamiferos [25]. As linhagens de vertebrados diferem na sequéncia OL em peixes [8], anfibios
[29], tartarugas [7] e mamiferos [25]. Essa regido néo codificadora estd ausente em aves [29] e
crocodilianos [7]. Concluindo que a existéncia daregido OL representa uma condicao primitiva
em amniotas, uma vez que esta presente em peixes e anfibios e foi perdida no ancestral comum

dalinhagem Crocodilia e Aves.

A regido controle corresponde a outra regido nao codificante, e esta localizada entre o
tRNAPro e o tRNAPhe, possui de 1010 a 1450 pb, sendo a principal fonte de variagéo no
tamanho dos mitogenomas. E conhecida por possuir os sitios de inicio da replicacdo domtDNA

em vertebrados e invertebrados, e ainda por apresentar um alto teor deadenina e timina [25,30].

Filogenia

A arvore de MV gerada a partir de sequéncias dos 13 genes codificadores de proteinas
e dos dois genes de RNA ribossomal (12S e 16S) recuperou o monofiletismo da subfamilia
Callitrichinae. Os dados de mitogenémica comparativa corroboram a filogenia de Gomes et al.
(em preparagéo) e reforga o posicionamento de M. humilis no género Mico, e ainda refutam o
agrupamento de Leontopithecus, Saguinus e Leontocebus como grupo-irmé@o, como sugerido
em estudos anteriores [2,5]. Além disso, as analises de composi¢cdo de bases, tamanho dos
fragmentos do genoma e uso de aminoacidos revelou uma forte similaridade entre os géneros
Cebus, Sapajus, Saimiri e Aotus, que por sua vez, nao apresentam diferencas significativas com

relacdo ao seu grupo mais proximamente relacionado, a subfamilia Callitrichinae (Figura 13A).

Conclusoes

Neste estudo, fornecemos os primeiros dadosde mitogenémica comparativa para os sete
géneros da subfamilia Callitrichinae. Além disso descrevemos, pela primeira vez, o
mitogenoma de representantes do género Mico e Leontocebus. Desta forma, a obtencdo de

novos mitogenomas de espécies de primatas do Novo Mundo adensard o nimero de tdxons e
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contribui para uma melhor resolucdo dafilogenia deste grupo de primata Neotropical. Os dados
de mitogendmica comparativa reforgam o posicionamento de M. humilis no género Mico, e
ainda refutam o agrupamento de Leontopithecus, Saguinus e Leontocebus como grupo-irmao.
N&o observamos rearranjos de genes nas trés familias de primatas Neotropicais, Cebidae,
Atelidae e Pitheciidae.
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Tabela 1. Lista das amostras sequenciadas neste estudo e suas respectivas procedéncias.

Espécie Codigo LGBM  Procedéncia

L. weddelli Sfw 2215 Rond6nia, UHE Samuel, margem direita do Rio Jamari

S. niger Snil101 Tucurui, UHE Tucurui, margem direita do Rio Tocantins
S. labiatus CTGA 167 Amazonas: Tapaud, margemdireita do Rio Purus

S. martinsi CTGAMS508  Terra Santa, margemdireita do Rio Saraca

S. leucopus Sg21 Antioquia, Coldmbia*

S. inustus LB705 Comunidade Boa Esperanca, Amana

C. goeldii Cgo27 Lagoinha (Acre)

M. humilis Mhu01 Comunidade Nova Olinda, Rio Aripuana-Amazonas

M. mauesi LB521 Comunidade Nova Olinda, margem direita do Rio Abacaxis

M. argentatus LB517

M. humeralifer LB803

M. saterei LB524

M. rondoni Cee4084

C. niveiventris CTGAM 170
C. pygmaea Cpyl105

C. pygmaea Cpy787

C. aurita Caulb12
L.chrysomelas LcO1

Cametd, Km 27, Camata-Tucurui, Ramal Ventura

Juruti (PA), Comunidade Jabuti, area projeto Bauxita
Municipio Borba (AM), margem esquerda do rio Mari-mari
Rondénia, UHE Samuel, margem direita do Rio Jamari
Igarape do Jacinto, Rio Purus, margem direita

Centro Nacional de Primatas do Para

Margem esquerda do Solimdes, Reserva Mamiraua

Centro de Primatologia do Estado do Rio de Janeiro

Centro de Primatologia do Estado do Rio de Janeiro

* Amostra fornecida por Manuel Ruiz-Garcia (Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd DC.,

Colémbia).
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Figura 1. Genoma mitocondrial completo de S. oedipus e S. leucopus. Desenhos autorizados
por Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas em Primatas.
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447  Figura 3. Genoma mitocondrial completo de S. inustus e S. labiatus. Desenhos autorizados por
448  Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas em Primatas.
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455  Figura 4. Genoma mitocondrial completo de C. niveiventris e C. pygmaea.
456  autorizados por Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas em Primatas.
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463  Figura 5. Genoma mitocondrial completo de M. humilis e M. humeralifer. Desenhos
464  autorizados por Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas em Primatas.
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492  Figura9. Genoma mitocondrial completo de L. rosalia e L. chrysopygus. Desenhos autorizados
493  por Stephen Nash/IUCN SSC Grupo de Especialistas em Primatas.
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500 Figura 10. Genoma mitocondrial completo de L. chrysomelas e C. aurita. Desenhos
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519  Figura 13. (A) Arvore de Méaxima Verossimilhanca baseada nos genes codificadores de proteinas e de RNA ribossomal do genoma mitocondrial

520  de primatas do Novo Mundo. (B) Percentual de bases nucleotidicas de cada mitogenoma. (C) Tamanho dos genes codificadoresde proteinas, genes

521  ribossomais e da Regido Controle do mtDNA. (D) Heatmap da frequéncia de aminoacidos de todas as espécies comparadas neste estudo.
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Material Suplementar

pesada/L: leve), espagamento intergénico (El), start e stop cédons e anticodons (AC).

Posicao Cdbdon
Gene Inicio Final Tamanho EI Start Stop AC C
(bp)
tRNA-Phe 1 68 68 0 GAA H
12S-rRNA 69 1023 955 0 H
tRNA-vVal 1024 1091 68 0 TAC H
16S-rRNA 1092 2644 1553 0 H
tRNA-Leu 2645 2719 75 2 TAA H
ND1 2722 3678 957 -2 GTG TAG H
tRNA-lle 3677 3745 69 -3 GAT H
tRNA-GIn 3743 3814 72 3 TTG L
tRNA-Met 3818 3885 68 -37 CAT H
ND2 3849 4890 1042 36 ATA T(AA) H
tRNA-Trp 4927 4993 67 8 TCA H
tRNA-Ala 5002 5070 69 1 TGC L
tRNA-Asn 5072 5144 73 2 GTT L
oL 5147 5177 31 -1 H
tRNA-Cys 5177 5243 67 -1 GCA L
tRNA-Tyr 5243 5308 66 7 GTA L
COl 5316 6872 1557 -13 ATG AGG H
tRNA-Ser 6860 6928 69 3 TGA L
tRNA-Asp 6932 6999 68 0 GTC H
coll 7000 7687 688 0 ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7688 7755 68 30 TTT H
ATP8 7786 7962 177 46 ATG TAG H
ATP6 7917 8597 681 -1 ATG TAA H
Colll 8597 9381 785 -1 ATG TA(A) H
tRNA-Gly 9381 9446 66 0 TCC H
ND3 9447 9792 346 0 ATA T(AA) H
tRNA-Arg 9793 9858 66 3 TCG H
ND4L 9862 10158 297 -7 ATG TAA H
ND4 10152 11533 1382 -7 ATG TA(A) H
tRNA-His 11527 11595 69 0 GTG H
tRNA-Ser 11596 11654 59 0 GCT H
tRNA-Leu 11655 11725 71 -9 TAG H
NAD5 11717 13534 1818 0 ATA TAG H
NADG6 13535 14068 534 0 ATG TAG L
tRNA-Glu 14069 14137 69 4 TTC L
Cytb 14142 15281 1140 1 ATG TAA H
tRNA-Thr 15283 15353 71 1 TGT H
tRNA-Pro 15355 15423 69 0 TGG L
D-loop 15424 16467 1044 H
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Tabela S1 - Anotacdo do genoma mitocondrial de C. goeldii, incluindo informagdes

relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo do gene, localizacdo da cadeia (C) (H:



529
530
531
532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

o547

548

549

550

551

552

553

554

555

pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop codons e anticédons (AC).

Posicdo Cbdon
Gene Inicio Final Tamanho EI  Start Stop AC C
(bp)
tRNA-Phe 1 69 69 0 GAA H
12S-rRNA 70 1023 954 0 H
tRNA-Val 1024 1091 68 0 TAC H
16S-rRNA 1092 2644 1553 0 H
tRNA-Leu 2645 2719 75 2 TAA H
ND1 2722 3678 957 -1 GTG TAA H
tRNA-lle 3678 3746 69 -3 GAT H
tRNA-GIn 3744 3815 72 3 TTG L
tRNA-Met 3819 3886 68 -37 CAT H
ND2 3850 4891 1042 36 ATT T(AA) H
tRNA-Trp 4928 4994 67 8 TCA H
tRNA-Ala 5003 5071 69 1 TGC L
tRNA-Asn 5073 5145 73 2 GTT L
oL 5148 5178 31 -1 H
tRNA-Cys 5178 5244 67 -1 GCA L
tRNA-Tyr 5244 5310 67 7 GTA L
col 5318 6874 1557 -13 ATG AGG H
tRNA-Ser 6862 6930 69 3 TGA L
tRNA-Asp 6934 7002 69 0 GTC H
COll 7003 7690 688 0 ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7691 7757 67 30 TTT H
ATP8 7788 7964 177 -46 ATG TAG H
ATP6 7919 8599 681 -1 ATG TAA H
colll 8599 9383 785 -1 ATG TA(A) H
tRNA-Gly 9383 9449 67 -18 TCC H
ND3 9432 9780 349 15 ATA T(AA) H
tRNA-Arg 9796 9861 66 3 TCG H
ND4L 9865 10161 297 -7 ATG TAA H
ND4 10155 11536 1382 -7 ATG TA(A) H
tRNA-His 11530 11598 69 0 GTG H
tRNA-Ser 11599 11657 59 0 GCT H
tRNA-Leu 11658 11728 71 -9 TAG H
NAD5 11720 13537 1818 -4 ATA TAG H
NAD6 13534 14067 534 0 ATG TAA L
tRNA-GIlu 14068 14136 69 4 TTC L
Cytb 14141 15280 1140 2 ATG TAA H
tRNA-Thr 15283 15351 69 1 TGT H
tRNA-Pro 15353 15421 69 0 TGG L
D-loop 15422 16468 1047 H
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Tabela S2 - Anotacdo do genoma mitocondrial de C. aurita, incluindo informacdes

relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo do gene, localizacdo da cadeia (C) (H:



556
557
558
559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

569

570

571

572

573

574

575

576

ST

578

579

580

581

582

pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop codons e anticédons (AC).

Posicao Cobdon
Gene Inicio Final Tamanho EI Start  Stop AC C
(bp)
tRNA-Phe 1 69 69 0 GAA H
12S-rRNA 70 1024 955 0 H
tRNA-Val 1025 1091 67 0 TAC H
16S-rRNA 1092 2644 1553 0 H
tRNA-Leu 2645 2719 75 2 TAA H
ND1 2722 3678 957 -1 GTG TAA H
tRNA-Ile 3678 3746 69 -3 GAT H
tRNA-GIn 3744 3815 72 3 TTG L
tRNA-Met 3819 3886 68 -37 CAT H
ND2 3850 4891 1042 36 ATA T(AA) H
tRNA-Trp 4928 4994 67 8 TCA H
tRNA-Ala 5003 5071 69 1 TGC L
tRNA-Asn 5073 5145 73 2 GTT L
oL 5148 5179 32 -1 H
tRNA-Cys 5179 5245 67 -1 GCA L
tRNA-Tyr 5245 5311 67 7 GTA L
COl 5319 6875 1557 -13 ATG AGG H
tRNA-Ser 6863 6932 70 3 TGA L
tRNA-Asp 6936 7004 69 0 GTC H
COll 7005 7692 688 0 ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7693 7760 68 30 TTT H
ATPS8 7791 7967 177 -46 ATG TAG H
ATP6 7922 8602 681 -1 ATG TAA H
coln 8602 9386 785 -1 ATG TA(A) H
tRNA-Gly 9386 9452 67 0 TCC H
ND3 9453 9798 346 0 ATA T(AA) H
tRNA-Arg 9799 9864 66 1 TCG H
ND4L 9866 10162 297 -7 GTG TAA H
ND4 10156 11537 1382 -7 ATG TA(A) H
tRNA-His 11531 11599 69 0 GTG H
tRNA-Ser 11600 11658 59 0 GCT H
tRNA-Leu 11659 11729 71 -9 TAG H
NAD5 11721 13556 1836 -17  ATA TAA H
NADG6 13540 14070 531 0 ATG TAG L
tRNA-GIu 14071 14139 69 4 TTC L
Cytb 14144 15283 1140 2 ATG TAA H
tRNA-Thr 15286 15353 68 4 TGT H
tRNA-Pro 15358 15426 69 0 TGG L
D-loop 15427 16513 1086 H
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Tabela S3 - Anotacdo do genoma mitocondrial de L. weddelli, incluindo informagdes

relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo do gene, localizacdo da cadeia (C) (H:



583
584

585
586

587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609

610

pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop codons e anticédons (AC).

Posicdo Cbdon
Gene Inicio Final Tamanho EI Start  Stop AC C
(bp)
tRNA-Phe 1 69 69 0 GAA H
12S-rRNA 70 1019 950 0 H
tRNA-Val 1020 1087 68 0 TAC H
16S-rRNA 1088 2643 1558 0 H
tRNA-Leu 2644 2718 75 2 TAA H
ND1 2721 3677 957 -1 ATG TAA H
tRNA-lle 3677 3745 69 -3 GAT H
tRNA-GIn 3743 3814 72 3 TTG L
tRNA-Met 3818 3885 68 2 CAT H
ND2 3888 4928 1041 -2 ATT TAG H
tRNA-Trp 4927 4993 67 9 TCA H
tRNA-Ala 5003 5071 69 1 TGC L
tRNA-Asn 5073 5145 73 34 GTT L
oL 5148 5179 32 -1 H
tRNA-Cys 5179 5245 67 -1 GCA L
tRNA-Tyr 5245 5311 66 13 GTA L
COl 5325 6875 1551 -13 ATG AGG H
tRNA-Ser 6863 6931 69 3 TGA L
tRNA-Asp 6935 7003 69 0 GTC H
COll 7004 7699 696 -8 ATG TAA H
tRNA-Lys 7692 7758 67 15 TTT H
ATPS8 1774 7965 192 -46 ATG TAG H
ATP6 7920 8600 675 -1 ATG TAA H
coln 8600 9384 785 -1 ATG TGA H
tRNA-Gly 9384 9450 67 0 TCC H
ND3 9451 9789 339 1 ATA T(AA) H
tRNA-Arg 9791 9856 66 11 GCG H
ND4L 9868 10152 285 -3 ATG TAA H
ND4 10149 11510 1362 10 ATA TAG H
tRNA-His 11521 11589 69 0 GTG H
tRNA-Ser 11590 11648 59 0 GCT H
tRNA-Leu 11649 11719 71 3 TAG H
NAD5 11723 13519 1797 15 ATA TA(A) H
NADG6 13534 14058 525 0 ATT TAA L
tRNA-GIlu 14059 14127 69 5 TTC L
Cytb 14132 15265 1134 8 ATG TAA H
tRNA-Thr 15274 15342 69 1 TGT H
tRNA-Pro 15344 15412 69 0 TGG L
D-loop 15413 16498 1086 H
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Tabela S4 - Anotacdo do genoma mitocondrial de L. chysomelas, incluindo informacdes

relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo do gene, localizacdo da cadeia (C) (H:



101

611 Tabela S5 - Anotacdo do genoma mitocondrial de S. inustus e S. labiatus, incluindo

612  informac0es relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo dogene, localizagdo dacadeia

613 (C) (H: pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop codons e anticodons (AC).

614
Gene Posicdo / Tamanho (bp) El Cédon AC C

S. inustus S. labiatus Start Stop

tRNA-Phe 1-69 (69) 1-69 (69) 0 GAA H
12S-rRNA  70-1022 (953) 70-1019 (950) 0 H
tRNA-Val 1023-1089 (67) 1020-1086 (67) 0 TAC H
16S-rRNA 1090-2641 (1552) 1087-2639 (1553) 0 H
tRNA-Leu 2642-2716 (75) 2640-2714 (75) 822b TAA H
ND1 2725-3669 (945) 2717-3673 (957) 52-1  ATG TAA H
tRNA-lle  3675-3743 (69) 3673-3741 (69) -3 GAT H
tRNA-GIn 3741-3812 (72) 3739-3810 (72) 3 TTG L
tRNA-Met 3816-3883 (68) 3814-3881 (68) -37 CAT H
ND2 3847-4891 (1045) 3845-4889 (1045) 30 ATA T(AA) H
tRNA-Trp 4922-4988 (67) 4920-4986 (67) 8 TCA H
tRNA-Ala  4997-5065 (69) 4995-5063 (69) 1 TGC L
tRNA-Asn  5067-5139 (73) 5065-5137 (73) 2 GTT L
OL 5142-5174 (33) 5140-5172 (33) -1 H
tRNA-Cys 5174-5240 (67) 5172-5238 (67) -1 GCA L
tRNA-Tyr 5240-5305 (66) 5238-5304 (67) 8 GTA L
Col 5314-6870 (1557) 5313-6869 (1557) -13 ATG AGG H
tRNA-Ser 6858-6926 (69) 6857-6925 (69) 3 TGA L
tRNA-Asp  6930-6998 (69) 6929-6997 (69) 0 GTC H
COll 6999-7695 (697) 6998-7685 (688) 02-7°  ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7687-7753 (67) 7686-7752 (67) 30 TTT H
ATP8 7784-7960 (177) 7783-7959 (177) -46 ATG TAG H
ATP6 7915-8595 (681) 7914-8594 (681) -1 ATG TAA H
COlll 8595-9379 (785) 8594-9378 (785) -1 ATG TA(A) H
tRNA-Gly  9379-9445 (67) 9378-9444 (67) 0 TCC H
ND3 9446-9791 (346) 9445-9790 (346) 0 ATA T(AA) H
tRNA-Arg 9792-9857 (66) 9791-9856 (66) 1 TCG H
NDA4L 9859-10155 (297) 9858-10154 (297) -7 GTG TAA H
ND4 10149-11530(1382) 10148-11529(1382) -7 ATG TA(A) H
tRNA-His 11524-11592 (69) 11523-11591 (69) 0 GTG H
tRNA-Ser  11593-11651 (59) 11592-11650 (59) 0 GCT H
tRNA-Leu 11652-11722(71) 11651-11721 (71) 3 TAG H
NADS5 11726-13549 (1824) 11725-13548(1824) -17 ATA TAA H
NADG6 13533-14063 (531) 13532-14062(531) O ATG TAG L
tRNA-Glu 14064-14132 (69) 14063-14131 (69) 4 TTC L
Cytb 14137-15276 (1140) 14136-15275(1140) 2 ATG TAA H
tRNA-Thr 15279-15346 (68) 15278-15345 (68) 1 TGT H
tRNA-Pro  15348-15416 (69) 15347-15415 (69) 0 TGG L
D-loop 15417-16426 (1010)  15416-16449 (1034) H

615  2S.inustus

616 PS. labiatus

617



618
619

(pb), posicdo do gene, localizacdo dacadeia (C) (H: pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop cddons e anticodons (AC).

Gene Posicdo / Tamanho (bp) El Cddon AC C
S. niger S. martinsi S. leucopus Start Stop
tRNA-Phe 1-69 (69) 1-69 (69) 1-69 (69) 0 GAA H
12S-rRNA 70-1022 (953) 70-1022 (953) 70-1024 (955) 0 H
tRNA-Val 1023-1089 (67) 1023-1089 (67) 1025-1091 (67) 0 TAC H
16S-rRNA 1090-2650 (1562) 1090-2650 (1561) 1092-2653 (1562) 0 H
tRNA-Leu 2651-2725 (75) 2651-2725 (75) 2654-2728 (75) 2 TAA H
ND1 2728-3684 (957) 2728-3684 (957) 2731-3687 (957) -1 ATG TAA H
tRNA-Ile  3684-3752 (69) 3684-3752 (69) 3687-3755 (69) -3 GAT H
tRNA-GIn  3750-3821 (72) 3750-3821 (72) 3753-3824 (72) 3 TTG L
tRNA-Met 3825-3892 (68) 3825-3892 (68) 3828-3895 (68) -37 CAT H
ND2 3856-4894 (1039) 3856-4900 (1045) 3859-4903 (1045) 36230°¢ ATA T(AA) H
tRNA-Trp 4931-4997 (67) 4931-4997 (67) 4934-5000 (67) 8abge TCA H
tRNA-Ala 5006-5074 (69) 5006-5074 (69) 5010-5078 (69) 1 TGC L
tRNA-Asn  5076-5148 (73) 5076-5148 (73) 5080-5152 (73) 2 GTT L
oL 5151-5182 (32) 5151-5182 (32) 5155-5186 (32) -1 H
tRNA-Cys 5182-5248 (67) 5182-5248 (67) 5186-5252 (67) -1 GCA L
tRNA-Tyr 5248-5314 (67) 5248-5314 (67) 5252-5320 (69) 73bge GTA L
COl 5322-6878 (1557) 5322-6878 (1557) 5329-6885 (1557) -13 ATG AGG H
tRNA-Ser 6866-6934 (69) 6866-6934 (69) 6873-6941 (69) 3 TGA L
tRNA-Asp 6938-7006 (69) 6938-7006 (69) 6945-7013 (69) 0 GTC H
coll 7007-7694 (688) 7007-7694 (688) 7014-7710 (697) 0% -8  ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7695-7761 (67) 7695-7761 (67) 7702-7768 (67) 30 TTT H
ATP8 7792-7968 (177) 7792-7968 (177) 7769-7976 (208) -46 ATG TAG H
ATP6 7923-8603 (681) 7923-8603 (681) 7930-8610 (681) -1 ATG TAA H
COlll 8603-9387 (785) 8603-9387 (785) 8610-9394 (785) -1 ATG TA(A) H
tRNA-Gly 9387-9453 (67) 9387-9453 (67) 9394-9460 (67) 0*51° TCC H
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Tabela S6 - Anotacdo dogenoma mitocondrial de S. niger, S. martinsi e S. leucopus, incluindo informaces relacionadas ao tamanho do fragmento



620

ND3 9454-9799 (346) 9454-9799 (346) 9461-9807 (347) 0:013°  ATA T(AA) H
tRNA-Arg  9800-9865 (66) 9800-9865 (66) 9807-9873 (66) 1 TCG H
ND4L 9867-10163 (297) 9867-10163(297)  9874-10170(297) -7 GTG TAA H
ND4 10157-11538 (1382)  10157-11538(1382) 10164-11545(1382) -7 ATG TA(A) H
tRNA-His  11532-11600 (69) 11532-11600 (69)  11539-11607(69) O GTG H
tRNA-Ser  11601-11659 (59) 11601-11659 (59)  11608-11666(59) O GCT H
tRNA-Leu 11660-11730 (71) 11660-11730(71)  11667-11737(71) -9 TAG H
NAD5 11722-13557(1836)  11722-13557(1836) 11729-13564 (1836) -17 ATA TAA H
NAD6 13541-14071(531)  13541-14071(531)  13548-14078(531) 0 ATG TAG L
tRNA-Glu  14072-14140 (69) 14072-14140(69)  14079-14147(69) 4 TTC L
Cytb 14145-15284 (1140)  14145-15284 (1140) 14152-15291 (1140) 2 ATG TAG H
tRNA-Thr  15287-15354 (68) 15287-15354 (68) ~ 15294-15361(68) 1 TGT H
tRNA-Pro  15356-15424 (69) 15356-15424 (69)  15353-15431(69) 0 TGG L
D-loop 15425-16455 (1031)  15425-16455 (1031)  15432-16475 (1044) H
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621
622
623

624
625
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Tabela S7 - Anotacdo do genoma mitocondrial de M. argentatus, M. rondoni e M. saterei, incluindo informacdes relacionadas ao tamanho do

fragmento (pb), posicdo do gene, localizacdo da cadeia (C) (H: pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop cédons e anticodons

(AC).

Gene Posicao / Tamanho (bp) El Cdédon AC C
M. argentatus M. rondoni M. saterei Start  Stop
tRNA-Phe 1-70(70) 1-70(70) 1-70(70) 0 GAA H
12S-rRNA  71-1027 (957) 71-1027 (957) 71-1027 (957) 0 H
tRNA-Val 1028-1095 (68) 1028-1095 (68) 1028-1095 (68) 0 TAC H
16S-rRNA 1096-2647 (1552) 1096-2647 (1552) 1096-2648 (1553) 0 H
tRNA-Leu 2648-2722 (75) 2648-2722 (75) 2649-2723 (75) 2 TAA H
ND1 2725-3681 (957) 2725-3681 (957) 2726-3682 (957) -1 GTG TAA H
tRNA-Ile  3681-3749 (69) 3681-3749 (69) 3682-3750 (69) -3 GAT H
tRNA-GIn 3747-3818 (72) 3747-3818 (72) 3748-3819 (72) 3 TTG L
tRNA-Met 3822-3889 (68) 3822-3889 (68) 3823-3890 (68) -373¢5P CAT H
ND2 3853-4897 (1045) 3895-4914 (1020) 3854-4895 (1042) 33216° ATA  T(AA) H
36°¢
tRNA-Trp 4931-4997 (67) 4931-4997 (67) 4932-4998 (67) 8 TCA H
tRNA-Ala 5006-5074 (69) 5006-5074 (69) 5007-5075 (69) 1 TGC L
tRNA-Asn 5076-5148 (73) 5076-5148 (73) 5077-5149 (73) 2 GTT L
oL 5151-5182 (32) 5151-5182 (32) 5152-5183 (32) -1 H
tRNA-Cys 5182-5248 (67) 5182-5248 (67) 5183-5249 (67) -1 GCA L
tRNA-Tyr 5248-5313 (66) 5248-5313 (66) 5249-5314 (66) 78 8bc GTA L
Ccol 5321-6856 (1536) 5322-6857 (1536) 5323-6858 (1536) 8 ATG AGG H
tRNA-Ser 6865-6933 (69) 6866-6934 (69) 6867-6935 (69) 3 TGA L
tRNA-Asp 6937-7005 (69) 6938-7006 (69) 6939-7007 (69) 0 GTC H
coll 7006-7693 (688) 7007-7694 (688) 7008-7695 (688) 0 ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7694-7760 (67) 7695-7761 (67) 7696-7762 (67) 30 TTT H
ATP8 7791-7961 (171) 7792-7962 (171) 7793-7963 (171) -40 ATG TAA H
ATP6 7922-8575 (654) 7923-8603 (681) 7924-8577 (654) -1 ATG TAA H
Colll 8575-9359 (785) 8603-9387 (785) 8577-9361 (785) -1 ATG TAA) H
tRNA-Gly 9359-9425 (67) 9387-9453 (67) 9361-9427 (67) -18 TCC H




626
627
628
629
630

631

632

633

634

635

ND3 9408-9756 (349) 9436-9784 (349) 9410-9758 (349) 15 ATA® T(AA) H
ATG®
tRNA-Arg 9772-9837 (66) 9800-9865 (66) 9774-9839 (66) 3 TCG H
ND4L 9841-10137(297) 9869-10165(297)  9843-10139(297)  -72°4¢ ATG  TAA H
ND4 10131-11512(1382)  10159-11540(1382) 10133-11514(1382) -7 ATG  TA(A) H
tRNA-His  11506-11574 (69) 11534-11602(69)  11508-11576(69) 0 GTG H
tRNA-Ser  11575-11633 (59) 11603-11661(59)  11577-11635(59) 0 GCT H
tRNA-Leu 11634-11704 (71) 11662-11732(71)  11636-11706(71)  -212-gbe TAG H
NAD5 11684-13507 (1824)  11724-13535(1812) 11698-13509 (1812) 4 ATA TAA H
NAD6 13512-14045(534)  13540-14073(534)  13514-14047 (534) 0 ATG TAA L
tRNA-Glu  14046-14114 (69) 14074-14142 (69)  14048-14116(69) 4 TTC L
Cytb 14119-15248 (1130)  14147-15276(1130) 14121-15250(1130) 1 ATG TAA H
tRNA-Thr  15250-15318 (69) 15278-15346 (69)  15252-15320(69) 1 TGT H
tRNA-Pro  15320-15388 (69) 15348-15416 (69)  15322-15390(69) 0 TGG L
D-loop 15391-16472(1082)  15417-16496 (1080) 15391-16472 (1082) H

aM. argentatus
b M. rondoni

¢ M. saterei
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638
639
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Tabela S8 - Anotacdo do genoma mitocondrial de M. humilis, M. humeralifer e M. mauesi, incluindo informac@es relacionadas ao tamanho do

fragmento (pb), posicdo do gene, localizacdo da cadeia (C) (H: pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop cédons e anticodons

(AC).

Gene Posicdo / Tamanho (bp) El Cédon AC C
M. humilis M. humeralifer M. mauesi Start Stop
tRNA-Phe 1-69 (69) 1-69 (69) 1-70 (70) 0 GAA H
12S-rRNA  70-1021(952) 70-1021(952) 71-1022(952) 0 H
tRNA-Val 1022-1089 (68) 1022- 1089 (68) 1023-1090 (68) 0 TAC H
16S-rRNA  1090-2642 (1553) 1090-2641 (1552) 1091-2643 (1553) 0 H
tRNA-Leu 2643-2717 (75) 2642-2716(75) 2644-2718 (75) 2 TAA H
ND1 2720-3676 (957) 2719 -3675 (957) 2721-3677 (957) -1 GTG TAA H
tRNA-lle  3676-3744 (69) 3675-3743(69) 3677-3745 (69) -3 GAT H
tRNA-GIn 3742-3813 (72) 3741-3812(72) 3743-3814 (72) 3 TTG L
tRNA-Met 3817-3884 (68) 3816-4883 (68) 3818-3885 (68) 23 -37b¢ CAT H
ND2 3887-4927 (1041) 3847-4888 (1042) 3849-4890 (1042) -23360¢  ATT2®  TAG? H
ATA®  T(AA)P
tRNA-Trp 4926-4992 (67) 4925-4991 (67) 4927-4993 (67) 8 TCA H
tRNA-Ala 5001-5069 (69) 5000-5068(69) 5002-5070 (69) 1 TGC L
tRNA-Asn 5071-5143 (73) 5070-5142 (73) 5072-5144 (73) 2 GTT L
oL 5146-5177 (32) 5145-5176 (32) 5147-5178 (32) -1 H
tRNA-Cys 5177-5243 (67) 5176-5242 (67) 5178-5244 (67) -1 GCA L
tRNA-Tyr 5243-5308 (66) 5242-5308 (67) 5244-5309 (66) gac 7b GTA L
COl 5317-6873 (1557) 5316-6851 (1536) 5318-6853 (1536) -1328°¢  ATG  AGG H
tRNA-Ser 6861-6929 (69) 6860-6928 (69) 6862-6930 (69) 3 TGA L
tRNA-Asp 6933-7001 (69) 6932-7000 (69) 6934-7002 (69) 0 GTC H
coll 7002-7689 (688) 7001-7688 (688) 7003-7690 (688) 0 ATG  T(AA) H
tRNA-Lys 7690-7756 (67) 7689-7755 (67) 7691-7757 (67) 30 TTT H
ATP8 7787-7957 (171) 7786-7956 (171) 7788-7958 (171) -40 ATG TAA H
ATP6 7918-8571 (654) 7917-8597 (681) 7919-8599 (681) -1 ATG TAA H
Ccolll 8571-9355 (785) 8597-9381 (785) 8599-9383 (785) -1 ATG TAA) H
tRNA-Gly 9355-9421 (67) 9381-9447 (67) 9383-9449 (67) 0%P-18° TCC H




640
641
642
643

ND3 9422-9767 (346) 9448-9793 (346) 9432-9780 (349) 0215  ATA  T(AA) H
tRNA-Arg 9768-9833 (66) 9794-9859 (66) 9796-9861 (66) 3 TCG H
ND4L 9837-10133(297) 9863-10159 (297) 9865-10161 (297) 4 ATG TAA H
ND4 10130-11506 (1347)  10156-11535(1380) 10158-11537(1380) 22 ATG  TA(A) H
tRNA-His 11529-11597 (69) 11558-11626 (69) 11560-11628 (69) 0 GTG H
tRNA-Ser 11598-116656 (59) 11627-11685 (59) 11629-11687 (59) 0 GCT H
tRNA-Leu 11657-11727 (71) 11686-11756 (71) 11688-11758 (71) 482-9bc TAG H
NAD5 11776-13497 (1722) 11748-13559 (1812) 11750-13561(1812) 3724°¢  ATA TAA H
NAD6 13535-14068 (534) 13564-14097 (534)  13566-14099 (534) 0 ATG TAA L
tRNA-Glu  14069-14137 (69) 14098-14166 (69)  14100-14168(69) 4 TTC L
Cytb 14142-15269 (1128)  14171-15298(1128) 14173-15300(1128) 1 ATG TAA H
tRNA-Thr 15271-15339 (69) 15300-15368 (69) 15302-15370 (69) 1 TGT H
tRNA-Pro 15341-15409 (69) 15370-15438 (69) 15372-15440 (69) 0 TGG L
D-loop 15410- 16449 (1040)  15439-16526 (1088) 15441-16522 (1081) H
aM. humilis

b M. humeralifer

¢ M. mauesi
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648
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650
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Tabela S9 - Anotacdo do genoma mitocondrial de Cebuella pygmaea e C. niveiventris,

incluindo informacbes relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo do gene,

localizacdo da cadeia (C) (H: pesada/L: leve), espacamento intergénico (El), start e stop cdons
e anticddons (AC).

Gene Posicdo / Tamanho (bp) El Cédon AC C
C. pygmaea C. niveiventris Start  Stop
tRNA-Phe 1-69 (69) 1-69 (69) 0 GAA H
12S-rRNA  70-1021(952) 70-1022 (953) 0 H
tRNA-Val 1022-1089 (68) 1023-1090 (68) 0 TAC H
16S-rRNA 1090-2641 (1552) 1091-2642 (1552) 0 H
tRNA-Leu 2642-2716 (75) 2643-2717 (75) 2 TAA H
ND1 2719-3675 (957) 2702-3676 (975) -1 GTG TAA H
tRNA-lle  3675-3743 (69) 3676-3744 (69) -3 GAT H
tRNA-GIn 3741-3812 (72) 3742-3813 (72) 3 TTG L
tRNA-Met 3816-3883 (68) 3817-3884 (68) -37 CAT H
ND2 3847-4888 (1042) 3848-4892 (1045) 36 ATA T(AA) H
tRNA-Trp 4925-4991 (67) 4926-4992 (67) 8 TCA H
tRNA-Ala 5000-5068 (69) 5001-5069 (69) 1 TGC L
tRNA-Asn 5070-5142 (73) 5071-5143 (73) 2 GTT L
oL 5145-5176 (32) 5146-5177 (32) -1 H
tRNA-Cys 5176-5242 (67) 5177-5243 (67) -1 GCA L
tRNA-Tyr 5242-5308 (67) 5243-5309 (67) 8 GTA L
col 5317-6852 (1536) 5318-6853 (1536) 8 ATG TAA H
tRNA-Ser 6861-6929 (69) 6862-6930 (69) 3 TGA L
tRNA-Asp 6933-7001 (69) 6934-7002 (69) 0 GTC H
coll 7002-7689 (688) 7003-7690 (688) 0 ATG T(AA) H
tRNA-Lys 7690-7756 (67) 7691-7757 (67) 30 TTT H
ATP8 7787-7963 (177) 7788-7964 (177) 46 ATG TAG H
ATP6 7918-8598 (681) 7919-8599 (681) -1 ATG TAA H
colll 8598-9382 (785) 8599-9383 (785) -1 ATG TA(A) H
tRNA-Gly 9382-9448 (67) 9383-9449 (67) 0 TCC H
ND3 9449-9794 (346) 9450- 9795 (346) 0 ATA T(AA) H
tRNA-Arg 9795-9860 (66) 9796-9861 (66) 3 TCG H
ND4L 9864-10160 (297) 9865 -10161 (297) -7 ATG TAA H
ND4 10154-11500 (1347) 10155-11501(1347) 22 ATG TAA H
tRNA-His 11523-11591 (69) 11524-11592 (69) 0 GTG H
tRNA-Ser 11590-11648 (59) 11593- 11651 (59) 0 GCT H
tRNA-Leu 11651-11721(71) 11652-11722 (71) -9 TAG H
NAD5 11713-13524 (1812) 11714-13525(1812) 4 ATA TAA H
NADG6 13529-14062 (534) 13530-14063 (534) 0 ATG TAA L
tRNA-Glu 14063-14131(69) 14064-14132 (69) 4 TTC L
Cytb 14136-15275 (1140) 14137-15277 (1141) 1 ATG TAA H
tRNA-Thr 15277-15345 (69) 15278- 15346 (69) 1 TGT H
tRNA-Pro 15347-15415 (69) 15348-15416 (69) 0 TGG L
D-loop 15416-16483(1068)  15417-16483 (1067) H
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Figura S3. Uso relativo de cédon sinbnimo (RSCU) de mitogenomas das espécies do género

Mico sequenciadas no presente estudo.
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CAPITULO IV

Artigo I11: Analise filogenética baseada no genoma mitocondrial completo do mico-ledo de
cara dourada Leontopithecus chrysomelas traz novos insights sobre as interrelagdes na

subfamilia Callitrichinae

Artigo a ser submetido para o periédico Mitochondrial DNA Part B.
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Resumo

NOs descrevemos a sequéncia completa do genoma mitocondrial de Leontopithecus
chrysomelas, um primata neotropical atualmente ameacado na natureza. O mitogenoma desta
espécie contém 13 genes codificadores de proteinas, dois genes de RNA ribossdmico, 22 genes
de RNA de transferéncia e duas regides nao codificadoras (Regido Controle e OL). A topologia
evidenciou L. chysomelas como a espécie mais divergente do género e L. chrysopygus e L.
rosalia compartilham um ancestral comum exclusivo. Este estudo ndo suporta o agrupamento

de Saguinus e Leontopithecus como géneros irmaos.

Palavras-chave: Mitogenoma, Filogenia, Primatas do Novo Mundo

Introducéo

O género Leontopithecus Lesson, 1840, subfamilia Callitrichinae, classifica quatro
espécies de micos-ledes que sdo facilmente distinguidos usando padrdes de coloracdo da
pelagem: L. rosalia, L. chrysomelas, L. caissara e L. chrysopygus (Rylands et al., 2009). As
quatro espécies sdo endémicas da Mata Atlantica e apresentam distribuicdo alopatrica, onde
atualmente sdo encontradas apenas em algumas poucas unidades de conservacao (lucn,
2021). Filogenias baseadas em dados moleculares recuperaram Saguinus e Leontopithecus
como os primeiros géneros a divergir dos demais Calitriquineos (Harris et al., 2014; Schneider,
2000; Schneider et al., 2012), enquanto outros estudos contestaram esta relacdo ao
evidenciarem Saguinus e Leontopithecus como grupos irmdos (Finstermeier et al., 2013,
Malukiewicz et al., 2017). Desta forma, o posicionamento de Leontopithecus ainda permanece

em discussao.

Material e Métodos

A fim de inferir as relacbes de parentesco entre as espécies do género Leontopithecus e
determinar o seu posicionamento filogenético na subfamilia Callitrichinae foi sequenciado o
genoma mitocondrial completo da espécie L. chrysomelas. O espécime utilizado neste estudo é
proveniente do Centro de Primatologia do Estado do Rio de Janeiro e faz parte do banco de
amostras de primatas do Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal
do Para. O DNA total foi obtido utilizando o Protocolo de Extracdo de DNA do Kit comercial
Wizard® (PROMEGA).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Endemismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mata_Atl%C3%A2ntica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidades_de_conserva%C3%A7%C3%A3o_no_Brasil
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Para a amplificacdo do genoma mitocondrial completo foram desenhados 26 pares de
primers. Os fragmentos do genoma foram sequenciados pelo método de Sanger et al. (1977). O
mitogenoma foi anotado usando o MitoZ (Meng et al., 2019) e o servidor web MITOS 2.0
(Bernt et al., 2013). Os genes codificadores de proteina, foram transcritos no programa MEGA
XI (Tamura et al., 2021). Os genes de tRNA e suas estruturas secundérias foram identificados
por meio do tRNAscan-SE Search Server v.1.21 (Lowe and Eddy, 1997).

Resultados e Discussfes

O genoma mitocondrial de L. chrysomelas corresponde a uma molécula de dupla fita
circular. Possui um total de 16.426 pb organizados em 38 genes, dos quais 13 genes sdo
codificadores de proteinas, 22 detRNA e 2 de rRNA e duas regides ndo codificadoras (Regido
Controle e OL) (Figura S1). Observa-se que o conteido A + T (62,1%) é mais rico que 0
contetdode G + C. A composicéo total de nucleotideos € 32,8% de A, 29,3% de T, 13,1% de
G e 24,8% de C. A maioria dos genes foram codificados na cadeia pesada, com exce¢do do

gene NDG6 e de oito tRNAs que sdo codificados na cadeia leve.

Os genes de tRNAs variam de 59 pb (tRNASer) a 75 pb (tRNALeu) e existem duas
formas destes tRNAs particularmente. O tRNASer (GCT) é diferente de outros tRNAS, pois
este ndo possui o brago de dihidrouridinae destaforma ndo pode dobrar em estrutura secundaria
tipica de trevo (Figura S2). Os dois genes de rRNA, 12S e 16S, possuem 950 pb e 1558 pb,
respectivamente. Estéo localizados entre os genes tRNAPhe, e tRNALeu e sdo separados pelo
tRNAVal. Os 13 genes codificadores de proteinas apresentam quatro diferentes codons de
inicio: ATG, ATA, ATT e GTG. Apenas dois genes apresentam cddons de parada incompletos,

que sdo presumivelmente concluidos como TAA por poliadenilacdo pos-transcricional.

Existem duas regides ndo codificantes no genoma de L. chrysomelas. Uma delas é a
origem dacadeia L (OL), com 32 pb, a qual se localiza em um grupo de cinco genes de tRNA,
mais precisamente entre a Asparagina e Cisteina (Figura S3). A Regido Controle possui 1086
pb e esta localizada entre 0 tRNAPro e o tRNAPhe.

A topologia evidenciou Saguinus como grupo irmdo dos demais Calitriquineos, e néo
suportou o agrupamento de Saguinus e Leontopithecus como géneros irmdos como sugerido
em estudos anteriores. Com base nos dados, L. chrysomelas € a espécie mais divergente do
género e L. chrysopygus e L. rosalia compartilham um ancestral comum exclusivo (Figura 1).

Considerando que as espécies do género Leontopithecus estdo ameacadas, a compreensdo de
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suas relacoes filogenéticas € importante para a conservacao desses animais, nos casos em que

as decisdes de manejo dependem de uma filogenia representativa e bem suportada.
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Figura 1. Posicdo filogenética de L. chrysomelas no género Leontopithecus estimada por

andlise de Inferéncia Bayesiana. O clado que agrupa L. chrysomelas foi marcado em cinza.
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Tabela S1 - Anotacdo dos genes mitocondriais de L. chrysomelas, incluindo informacdes
relacionadas ao tamanho do fragmento (pb), posicdo do gene, localizagdo da cadeia

(pesada/leve), espacamento intergénico, start e stop codons e anticodons.

Posicado Cdbdon

Gene Inicio Final Tamanho Cadeia Espacamento Start Stop Anticddon
(bp) intergénico

tRNA-Phe 1 69 69 Pesada O GAA
12S-rRNA 70 1019 950 Pesada 0
tRNA-val 1020 1087 68 Pesada O TAC
16S-rRNA 1088 2643 1558 Pesada 0
tRNA-Leu 2644 2718 75 Pesada 2 TAA
ND1 2721 3677 957 Pesada -1 ATG TAA
tRNA-lle 3677 3745 69 Pesada -3 GAT
tRNA-GIn 3743 3814 72 Leve 3 TTG
tRNA-Met 3818 3885 68 Pesada 2 CAT
ND2 3888 4928 1041 Pesada -2 ATT TAG
tRNA-Trp 4927 4993 67 Pesada 9 TCA
tRNA-Ala 5003 5071 69 Leve 1 TGC
tRNA-Asn 5073 5145 73 Leve 34 GTT
oL 5148 5179 32 Pesada -1
tRNA-Cys 5179 5245 67 Leve -1 GCA
tRNA-Tyr 5245 5311 66 Leve 13 GTA
Col 5325 6875 1551 Pesada -13 ATG AGG
tRNA-Ser 6863 6931 69 Leve 3 TGA
tRNA-Asp 6935 7003 69 Pesada 0 GTC
coll 7004 7699 696 Pesada -8 ATG TAA
tRNA-Lys 7692 7758 67 Pesada 15 TTT
ATP8 7774 7965 192 Pesada -46 ATG TAG
ATP6 7920 8600 675 Pesada -1 ATG TAA
Colll 8600 9384 785 Pesada -1 ATG TGA
tRNA-Gly 9384 9450 67 Pesada 0 TCC
ND3 9451 9789 339 Pesada 1 ATA T(AA)
tRNA-Arg 9791 9856 66 Pesada 11 GCG
ND4L 9868 10152 285 Pesada -3 ATG TAA
ND4 10149 11510 1362 Pesada 10 ATA TAG
tRNA-His 11521 11589 69 Pesada O GTG
tRNA-Ser 11590 11648 59 Pesada 0 GCT
tRNA-Leu 11649 11719 71 Pesada 3 TAG
NAD5 11723 13519 1797 Pesada 15 ATA TA(A)
NADG6 13534 14058 525 Leve 0 ATT TAA
tRNA-Glu 14059 14127 69 Leve 5 TTC
Cytb 14132 15265 1134 Pesada 8 ATG TAA
tRNA-Thr 15274 15342 69 Pesada 1 TGT
tRNA-Pro 15344 15412 69 Leve 0 TGG
D-loop 15413 16498 1086 Pesada
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Figura S1. Genoma mitocondrial completo de L. chrysomelas gerado no presente estudo.

llustragdo: Stephen Nash TUCN/SSC Grupo de Especialistas em Primatas.
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Figura S2. Estrutura secundéria dos genes de tRNA do genoma de L. chrysomelas.
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10

tRNA ASN =

Figura S3. Estrutura secundéaria daOrigem de Replicacdo daCadeia L (OL), de L. chrysomelas,

posicionada entre os genes tRNAAsh e tRNACYys.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas andlises filogenéticas, biogeografica e de mitogendbmica comparativa da

subfamilia Callitrichinae, pode-se concluir que:

e Os géneros Mico e Callithrix sdo monofiléticos.

e A linhagem “humilis” deve ser considerada uma espécie do género Mico e ndo um
género novo como proposto por Van Roosmalen & Van Roosmalen (2003).

e Mico humilis e Callithrix aurita sdo as linhagens mais divergentes de seus respectivos
géneros e surgiram em um tempo evolutivo bem similar.

e O género Callithrix compreende dois grupos monofiléticos distintos, o grupo aurita
delimitado ao sul da Mata Atlantica e grupo jacchus com distribuicdo ao norte Mata
Atléntica, Caatinga e Cerrado.

e C. kuhlii é grupo irmdo de C. jacchus e C. penicillata, embora ocorra na mesma area
geografica de C. geoffroyi.

e Cebuella € a linhagem mais externa dos pequenos saguis amazonicos.

e Osdoisespécimes de C. pygmaea divergiram ha 890 mil anos, uma estimativa superior
ao observado entre algumas espécies do género Mico e Callithrix, evidenciando uma
possivel diversidade de tdxons que necessita de maiores investigacdes.

e Leontocebus é grupo irmdo de Saguinus, ao invés do género Leontopithecus como
proposto em alguns estudos.

e L. chrysomelas € a espécie mais divergente do género, L. chrysopygus e L. rosalia
compartilham um ancestral comum exclusivo.

e Os resultados obtidos revelam trés clados em Saguinus, as quais corroboram
parcialmente com os grupos de espécies de Hershkovitz (1977).

e Aotus € grupo-irmdo dos Cebideos, estando estes mais proximamente relacionados com
a subfamilia Callitrichinae.

e Anhistdria biogeografia subfamilia Callitrichinae teve seu inicio com a fragmentacao de
um ancestral com ampla distribuicdo amazonica.

e A formacdo do sistema Pebas durante o Mioceno, o soerguimento da Cordilheira
Oriental dos Andes, a formacdo da ilha do Marajd, o declinio do sistema Pebas durante
0 Plioceno, a conexdo da Amazbnia e Mata Atlantica, a conformacdo dos rios

amazonicos e as mudancas climaticas do Pleistoceno foram o0s principais
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impulsionadores da origem e diversificacdo das espécies atuais de Calitriquineos na
Amazonia.

A origem e diversificacdo do género Callithrix na Mata Atlantica estd associada as
mudancas climaticas do Plio- Pleistoceno e a formacao dos rios, evidenciados pelos
eventos vicariantes e recente expansdo por colonizagdo em areas da Caatinga e Cerrado.
O genoma mitocondrial completo dos primatas do Novo Mundo, corresponde a uma
molécula de dupla fita circular, composto por 38 genes, sendo 13 PCGs, 22 genes de
tRNA, dois genes de rRNA e duas regides ndo codificadoras.

A cadeia pesadapossui 12 PCGs, 14 genesde tRNA, doisgenes de rRNA, e duas regides
ndo codificadoras, enquanto a cadeia leve contém apenas um gene codificador e oito
genes de tRNA.

Todas as espécies estudadas, compartilham a ordem dos genes de tRNA na regido
WANCY tipica de vertebrados.

Os resultados do presente estudo evidenciam a presenca de uma sequéncia néo
codificadora com cerca de 32 pb entre os genes de tRNA Asparagina e Cisteina.

Os genes codificadores de proteinas apresentam quatro diferentes start codons: ATG,
ATA, ATT e GTG.

Observou-se quatro stop codons completos: TAG, TGA, TAA e AGG, este Gltimo
exclusivo do gene COI.

A frequéncia dos aminoacidos isoleucina, leucina, prolina, serina e treonina foram
dominantes em relagdo aos demais aminodcidos. Estes aminoacidos sdo, em sua
maioria, compostos por A ou T na segunda e terceira posi¢do do codon, contribuindo
para o viés A+T de todo o mitogenoma.

N&o observamos rearranjos de genes em todo o genoma mitocondrial.

Nas familias Cebidae, Atelidae e Pitheciidae, a regido controle € a principal fonte de

variacdo no tamanho dos mitogenomas.



