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RESUMO

Os bugios ou guaribas sdo primatas pertencentes ao género Alouatta Lacepéde, 1799 (Atelidae,
Primates) que possuem uma ampla distribuicdo geografica, com espécies ocorrendo na
Mesoamérica e América do Sul. Revisdes taxondmicas apontam a existéncia de cinco a 12
espécies no género e as relagoes filogenéticas entre estas ainda ndo estdo totalmente resolvidas.
O DNA barcoding e as abordagens de delimitacdo de espécie single-gene associadas a este
método tém permitido acessar a diversidade genética interespecifica e intraespecifica e fornecer
dados para delimitagdo de Unidades Taxonomicas Operacionais Moleculares (MOTUs). O
presente trabalho teve como objetivo avaliar se as MOTUs recuperadas dentro do género Alouatta
sdo condizentes com as propostas taxondmicas para os bugios que ocorrem no Brasil. Este estudo
incluiu representantes de diversas localidades dos seguintes taxons: 4. pigra, A. palliata (A. p.
mexicana, A. p. coibensis, A. p. trabeata, A. p. aequatorialis), A. belzebul (A. b. discolor, A. b.
ululata); A. caraya; A. guariba (A. g. clamitans); A. seniculus (A. s. juara, A. s. puruensis, A.
sara); A. macconnelli e A. nigerrima. Foram analisadas duas regides do genoma mitocondrial,
Citocromo Oxidase B (Cyt b) e Citocromo Oxidase subunidade I (COI). Para o Cyt b foram
analisadas 339 sequéncias, sendo 138 delas produzidas neste trabalho e 201 provenientes do
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). A regido intronica do gene nuclear NPAS3.2
também foi analisada, mas se mostrou monomorfica. Para o COI, analisamos um total de 98
sequéncias, dentre as quais 82 foram geradas neste estudo e 16 obtidas do GenBank. Para
delimitar as MOTUs, analisamos os dados de Cyt b e COI, independentemente, adotando (1)
abordagens de delimitacdo baseadas em distdncia genética jMOTU e ASAP), utilizando o
modelo Kimura 2-pardmetros (K2P) e calculando o threshold 6timo (OT); e (2) abordagens
baseadas em coalescéncia-filogenética (PTP, bPTP, GMYC). A abordagem de distancia
apontou um OT entre a variagdo intra-interespecifica de 1,34% e 1,11% para o COI e Cyt b,
respectivamente. Nossos resultados delimitaram um total de 12 MOTUSs para o género Alouatta,
sendo 11 MOTUs consenso, as quais correspondem potencialmente as entidades taxonomicas,
conforme descrito a seguir: MOTU-pigra (4. pigra); MOTU-palliata (4. palliata e subespécies);,
MOTU-caraya (4. caraya), MOTU-seniculus 1 (4. sara e A. s. puruensis); MOTU-seniculus 2
(A. seniculus e A. s. juara); MOTU-macconnelli (4. macconnelli); MOTU-nigerrima (4.
nigerrima); MOTU-belzebul 1 (4. discolor); MOTU-belzebul 2 (4. belzebul e A. b. ululata); e as
trés MOTUs para os bugios da Mata Atlantica sul-sudeste (4. guariba) que distinguiu os
espécimes da Mata Atlantica do RJ como MOTU-guariba 1 (4. clamitans), do ES, MG e BA
como MOTU-guariba 2 (4. guariba) e de SC como MOTU-guariba 3 (4. clamitans). Espécimes
provenientes de SP apresentaram um arranjo parafilético nestas tré&s MOTUs, fato que pode
indicar presenca de polimorfismo ancestral, hibridagdo, ou ser interpretado como uma possivel
zona de contato ou de migracdo que recebeu animais provenientes de linhagens distintas. Nossos
dados identificaram pelo menos duas linhagens evolutivas independentes para os complexos A.
guariba, A. seniculus e A. belzebul sugerindo incongruéncias taxondmicas. Em relagdo a A4.
nigerrima, embora as analises com o Cyt b tenham recuperado esta espécie na MOTU-
macconnelli, as analises de coalescéncia-filogenética a separaram em clado distinto e exclusivo,
com alto valor de suporte (PP>0.9). Além disso, essa espécie possui distribuicdo geografica
alopatrica e é reconhecida como valida pela taxonomia classica, por isso nds a consideramos como
uma MOTU distinta da MOTU-macconnelli, com divergéncia recente, mas ressaltamos a
importancia de ampliar a amostragem desse tdxon e realizar analises complementares, incluindo
outras regides do genoma.

Palavras-chave: primatas neotropicais, delimitacdo de espécies, Métodos de filogenética-
coalescéncia, DNA barcoding.
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ABSTRACT

The howler monkeys or guaribas are Neotropical primates belonging to the genus Alouatta
Lacepéde, 1799 (Atelidae, Primates) that have a wide distribution in the Americas, occurring in
the Mesoamerica and South America. Taxonomic reviews point to the existence of five to 14
species in the genus and phylogenetic relationships among them are not yet fully resolved. DNA
barcoding, and the associated single-gene species delimitation approaches, have allowed the study
of inter and intraspecific genetic diversity and provided data for delimiting Molecular Operational
Taxonomic Units (MOTUSs). The present study aimed to assess whether the MOTUs recovered
within the genus Alouatta are consistent with current taxonomic proposals for howler monkeys
in Brazil. Our study included samples from several localities in Brazil of the following taxa: A.
pigra, A. palliata (A. p. mexicana, A. p. coibensis, A. p. trabeata, A. p. aequatorialis), A. belzebul
(4. b. discolor, A. b. ululata); A. caraya; A. guariba (A. g. clamitans); A. seniculus (A. s. juara,
A. s. puruensis, A. sara); A. macconnelli e A. nigerrima. We analyzed two regions of the
mitochondrial genome, Cytochrome Oxidase B (Cyt ) and Cytochrome Oxidase subunit I (COI).
We analyzed 339 sequences for Cyt bwith 138 of them produced in this study and 201 obtained
from GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). For COI, we analyzed a total of 98
sequences, among which 82 were generated in this study and 16 were obtained from GenBank.
To delimit MOTUs, we analyzed Cyt b and COI data independently by adopting (1) genetic
distance-based delimitation approaches jMOTU and ASAP) using the Kimura 2-parameter
model (K2P) and calculating the optimal threshold (OT); and (2) approaches based on coalescence
and phylogeny (PTP, bPTP, GMYC). The distance approach pointed to 1.34% and 1.11% as
optimal thresholds between intraspecific variation for COI and Cyt b regions, respectively. Our
results delimited 12 MOTUs within the genus Alouatta that correspond to taxonomic entities
proposed by different systematic reviews, as follows: MOTU-pigra (4. pigra), MOTU-palliata
(A. palliata, including all subspecies), MOTU-caraya (4. caraya), MOTU-seniculus 1 (4. sara
and A. s. puruensis), MOTU-seniculus 2 (4. seniculus and A. s. juara), MOTU-macconnelli (4.
macconnelli), MOTU-nigerrima (4. nigerrima), MOTU-belzebul 1 (4. discolor), MOTU-
belzebul 2 (4. belzebul and A. b. ululata), MOTU-guariba 1, MOTU-guariba 2, MOTU-guariba
3. The three MOTUs for the southern-southeastern Atlantic Forest howler monkeys (4. guariba)
distinguish those from RJ and MG as MOTU-guariba 1 (4. clamitans 1), those from ES, MG and
BA as MOTU-guariba 2 (4. guariba) and those from SC as MOTU-guariba 3 (4. clamitans 2).
Specimens from SP showed a paraphyletic arrangement in the three MOTUs, which may indicate
the presence of ancestral polymorphism, hybridization, or be interpreted as a possible contact or
migration zone that received animals from distinct lineages. Our data identified at least two
independent evolutionary lineages for the 4. guariba, A. seniculus and A. belzebul complexes,
suggesting taxonomic inconsistencies. However, for A. nigerrima the Cyt b analyses recovered
this species inside MOTU-macconnelli, the coalescence phylogenetic analyses show a unique and
exclusive group with a high support value (PP>0.9). On the other hand, this species has an
allopatric distribution, and their traditional taxonomic classification is recognized as valid. Thus,
we consider it a distinct MOTU from MOTU-macconnelli, with recent divergence, but emphasize
the importance of extending the sampling of this taxon, and performing complementary analyses,
including other regions of the genome.

Keywords: neotropical primates, species delimitation, phylogenetics-coalescent methods, DNA
barcoding.
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1. INTRODUCAO

1.1. Biologia, distribuicido e contextualizacdo taxonomica do género Alouatta

Os primatas do género Alouatta Lacépéde, 1799 sdo popularmente conhecidos
como bugios ou guaribas, mas também conhecidos como macacos uivantes (do inglés,
Howler Monkeys) por possuirem vocalizacao alta, grave e com duragao de até 55 minutos,
a qual ¢ possibilitada pelo aparato 6sseo hioide que atua como uma caixa de ressonancia
(Cornick & Markowitz, 2002). Além disso, esses primatas sdo arboricolas, com dieta
predominantemente folivora (Prates & Bicca-Marques, 2008) que por vezes consomem
frutos atuando como potenciais dispersores de sementes (Giraldo et al., 2009). Os bugios
vivem em grupos sociais constituidos por um macho alfa reprodutor, fémeas reprodutoras
e a prole (Treves, 2001). Machos e fémeas de bugios sdo dispersores (Van Belle & Di
Fiore, 2022) que percorrem distancias variaveis, tendo sido reportados valores médios
variando de 1,3 a 4,1 km e maximos de 3 a 13 km para fémeas de espécies distintas
(Glander, 1992; Richard-Hansen et al., 2000). A perda e fragmentacdo de habitat pode
isolar as populagdes afetando a dispersdo desses primatas (Arroyo-Rodriguez & Dias,
2010). Esta condi¢ao pode resultar na diminui¢do ou interrup¢do do fluxo génico,
ocasionando declinio populacional em fragmentos florestais isolados e/ou explorados,
como agroecossistemas e areas urbanas (Estrada et al., 2017). Para minimizar tais efeitos
e garantir a viabilidade populacional a longo prazo, recomenda-se preservar e restaurar o
habitat através da manutencao de corredores florestais que possibilitem conectividade e,
consequentemente, dispersao e fluxo génico (Oklander & Corach, 2013; Oklander et al.,
2017).

O género Alouatta pertence a familia Atelidae Gray, 1825 (Pavordem Platyrrhini),
o qual inclui também os géneros: Ateles E. Geoffroy, 1806 (macaco aranha); Lagothrix
E. Geoffroy, 1812 (macaco barrigudo) e Brachyteles Spix, 1823 (muriqui ou
monocarvoeiro) (Rylands & Mittermeier, 2009). Schneider e Sampaio (2015)
subdividiram os Atelideos nas subfamilias Atelinae (Ateles, Brachyteles e Lagothrix) e
Alouattinae, sendo esta ultima composta por Alouatta incluindo a espécie fossil Alouatta
mauroi ¢ quatro géneros fosseis extintos (Stirtonia, Paralouatta, Solimoea,
Protopithecus) (Rosenberger et al., 2015; Schneider & Sampaio, 2015; Tejedor et al.,
2008).
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O género Alouatta ¢ representado por espécies politipicas (complexos de

espécies), ou seja, que possuem metapopulacdes com distribuicdo geografica

predominantemente alopatrica ou parapatrica, as quais sdo frequentemente categorizadas

como subespécies. Estes primatas neotropicais possuem ampla distribuicdo geografica,

com taxons ocorrendo de Veracruz no México (Estrada & Coates-Estrada, 1984) até

Corrientes no norte-nordeste da Argentina (Cabrera, 1939) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo geografica das espécies de Alouatta fornecida pela IUCN da lista de espécies

ameacadas.

O ntimero de espécies e subespécies de Alouatta que ocorrem na Mesoamérica e

na América do Sul ¢ debatido por diversos autores, com propostas que sugerem a

existéncia de cinco até 12 espécies (Tabela 1) (Cortés-Ortiz et al., 2015; Gregorin, 2006;

Hill, 1962; Rylands et al., 2006; Rylands & Mittermeier, 2009).
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Tabela 1. Classificagdes taxonOmicas para as espécies ¢ subespécies do género Alouatta consideradas
validas por diferentes autores. Hill (1962) reconhece 5 espécies dentro do género; Gregorin (2006)
reconhece 10 espécies com base no padrdo de coloracdo da pelagem, medidas morfo-craniais e do osso
hioide de espécimes que ocorrem na América do Sul com foco no Brasil; A revisdo bibliografica de Rylands
et al. (2006) assume que ha trés espécies ocorrendo na Mesoamérica; Cortés-Ortiz et al. (2015) assumem
12 espécies e 12 subespécies dentro do género a partir dos dados de revisdes taxonomicas, citogenéticos e
genéticos (genes mitocondriais Cyt b, COI, COII e outros marcadores moleculares).

Autores Espécies Subespécies

A. caraya
A. b. belzebul, A. b. discolor, A. b. mexianae,
A. b. nigerrima, A. b. ululata

A. belzebul

A. guariba A. g. beniensis, A. g. clamitans, A. g. guariba
A. s. seniculus, A. s. arctoidea, A. s. straminea, A. s. macconnelli,

Hill (1962)"

=

seniculus . . . .
A. s. insulanus, A. s. amazonica, A. s. juara, A. s. puruensis, A. s. sara

. A. p. aequatoriallis, A. p. mexicana, A. p. luctuosa,
palliata A. p. coibensis, A. p. trabeata, A. p. palliata, A. p. pigra
caraya
belzebul
nigerrima
guariba A. g. guariba, A. g. clamitans
seniculus A. s. seniculus, A. s. arctoidea, A. s. juara
Groves (2001)* .
macconnelli
sara
palliata
coibensis
pigra
caraya
belzebul
discolor
ululata
Gregorin (2006)12+  ©- s
fusca (= A. guariba)
clamitans
macconnelli
Juara
puruensis
palliata A. p. palliata, A. p. mexicana, A. p. aequatorialis
Rylands et al. (2006) A. coibensis A. c. coibensis, A. c. trabeata
pigra
caraya
guariba A. g. guariba, A. g. clamitans
belzebul
discolor
ululata

Cortés-Ortiz,
Rylands e
Mittermeier (2015)

seniculus A. 5. seniculus, A. s. juara, A. s. puruensis
arctoidea
macconnelli

sara

ACRCRCRCR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R AR RN A

nigerrima
A. p. mexicana, A. p. palliata

B

lliat
pattiata A. p. coibensis, A. p. trabeata e A. p. aequatorialis

A. pigra A. p. pigra e A. p. luctuosa
* Autor ndo analisou os taxons que ocorrem na Mesoamérica ( grupo 4. palliata , A. pigra e A. coibensis') e analisou parcialmente
os da América do Sul (complexo A. seniculus).

Decisdes taxondmicas fundamentadas no *padrdo de coloragéo da pelagem e/ou 2 medidas morfo-craniais e do aparato dsseo hidide.
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Revisdes taxondmicas e sistematicas para o género Alouatta t€m sido feitas
baseadas, principalmente, em medidas morfo-craniais e do aparato 6sseo hioide, além do
padrdo de coloracdo da pelagem (Figura 2) e dados cariotipicos. A variedade de
tonalidade observada nos bugios, entretanto, pode ser afetada por fatores distintos, como
a faixa etdria dos animais, a presenca de pigmentos produzidos por glandulas secretoras
(Hirano et al., 2003), e a hierarquia do macho no grupo (Thorington et al., 1984).
Adicionalmente ¢ possivel observar um clareamento dos pelos em animais que vivem em
habitats mais abertos, com maior incidéncia solar, além da despigmentagcdo em animais
depositados em colegdes zooldgicas, comumente submetidas a agao de conservantes e do
tempo (ver Rylands e Brandon-Jones, 1998; Gregorin, 2006). Por isso, para decisdes
taxondmicas mais resolutivas ¢ importante incluir, além do padrdo de coloracdo da
pelagem, medidas craniais e do aparato 6sseo hioide, pois estes caracteres diagnosticos
sao considerados mais adequados para investigar a historia evolutiva do grupo (Bjarnason

etal., 2015).

Figura 2. Ilustracdo exemplificando os caracteres morfoldgicos utilizados por diferentes taxonomistas para
delimitar o nimero de espécies que constituem o género Alouatta. 2a. Diferentes padrdes de coloracdo da
pelagem de espécimes de museu de A. clamitans; 2b. Aparato dsseo hioide com variagdo em tamanho e
formato em machos de (39) 4. belzebul, (30) A. discolor, (36) A. ululata. Imagens adaptadas de Gregorin
(20006).
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Hill (1962) analisou o padrao de coloragao da pelagem de bugios e descreveu um
total de 20 subespécies e cinco espécies de Alouatta, sendo quatro delas com ocorréncia
no Brasil (4. guariba, A. caraya, A. belzebul e A. seniculus). J& Groves (2001) reuniu
informacdes disponiveis para cor da pelagem, medidas morfo-craniais e dados
cariotipicos e reconheceu um total de nove espécies: trés espécies na Mesoamérica (4.
palliata, A. pigra e A. coibensis) e sete espécies na América do Sul (4. caraya, A.
belzebul, A. nigerrima, A. guariba, A. seniculus, A. macconnelli e A. sara), todas
ocorrendo no Brasil, exceto 4. sara. Posteriormente, a revisdo de Rylands e colaboradores
(2006) reuniu todos os arranjos propostos por taxonomistas para os bugios que ocorrem
na Mesoamérica e consideraram trés espécies: A. palliata, A. pigra e A. coibensis. Para o
Brasil, Gregorin (2006) analisou 1.286 espécimes e reconheceu 10 espécies de Alouatta
(4. guariba, A. clamitans, A. caraya, A. juara, A. puruensis, A. macconnelli, A. nigerrima,
A. belzebul, A. discolor, A. ululata). Este estudo empregou métodos estatisticos e dados
qualitativos da morfologia craniana, osso hioide, padrao de coloracdo da pelagem e dados
cariotipicos de todos os taxons brasileiros, além de incluir espécimes de outros tdxons
que ocorrem na América do Sul (Bolivia, Colombia, Guiana, Peru, Suriname, Venezuela)
para definicdo dos taxons no Brasil. Gregorin (2006) empregou uma taxonomia
integrativa (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010) considerando a congruéncias dos varios
complexos de caracteres e aplicou o conceito filogenético de espécies (de Queiroz, 2007),
0 que justifica o nimero elevado de espécies € o ndo reconhecimento de subespécies.
Recentemente, Cortés-Ortiz e colaboradores (2015) revisaram os trabalhos taxondmicos
realizados até o momento, incluindo dados citogenéticos e moleculares disponiveis e
assumiram 24 taxons para Alouatta, sendo 12 espécies e 12 subespécies, argumentando
que para algumas espécies ¢ recomendado acrescentar informagdes moleculares
utilizando abordagens integrativas (que combinam andlises morfologicas, moleculares,
ecoldgicas, etc.) para uma validacdo taxondmica. Neste mesmo trabalho, os autores
apontaram as sinonimias que geram confusdes sobre as nomenclaturas utilizadas, como
exemplo podemos mencionar a espécie de bugio que ocorre na Mata Atlantica do sul-
sudeste do Brasil, nomeada como A. guariba e que ¢ sindnimo de 4. fusca (ver Gregorin,
2006). No presente estudo, nds adotamos a nomenclatura utilizada por Groves (2001) e
considerada na ultima revisdo proposta para o género Alouatta por Cortés-Ortiz e
colaboradores (2015), que seguiram a interpretacdo dada por Rylands e Brandon-Jones

(1998) ao usar o nome 4. guariba para a espécie que ocorre na Mata Atlantica sul-sudeste.
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1.2. Estudos citogenéticos e genético-moleculares em Alouatta

Dentre os principais estudos genéticos realizados no género Alouatta estdo as
abordagens genético-populacionais, citogenéticas, filogeograficas e filogenéticas
(Bonvicino et al., 2001; Cortés-Ortiz et al., 2003; de Oliveira et al., 2002; Meireles et al.,
1999; Nascimento et al., 2005; Ruiz-Garcia et al., 2017; Villalobos et al., 2004). Na
citogenética, de Oliveira e colaboradores (2002) descreveram o caridtipo e investigaram
rearranjos cromossdmicos de diferentes espécies de bugios, contribuindo para revalidacao
de taxons considerados subespécies, os quais foram elevados a categoria de espécie.

O valor diploide de cromossomos (2n) dentro de Alouatta varia de 2n = 23 para
A. seniculus da Colombia (Torres & Leibovici, 2001; Yunis et al., 1976) até 2n = 58 para
A. pigra do México (Steinberg et al., 2008). Esta ampla variacdo do nimero diploide ¢é
explicada pela presenca de microcromossomos, mas também por varios rearranjos
cromossdmicos que ocorreram ao longo do tempo evolutivo, tais como translocagdes e
inversdes (Mudry et al., 2015). Neste contexto, a maioria das espécies de Alouatta
apresenta sistemas de cromossomos sexuais multiplos (Tabela 2), os quais sdo
classificadas em trés tipos (trivalente: X1X>Y, quadrivalente: X1X>Y1Y2 e pentavalente:
X1X2X3Y1Y2), possivelmente, relacionados a origens evolutivas independentes
(Steinberg et al., 2014).

Sob a perspectiva de estudos populacionais, andlises utilizando marcadores de
microssatélites avaliaram a diversidade genética das espécies e subespécies
mesoamericanas A. palliata e A. pigra (Milton et al., 2009; Nidiffer & Cortés-Ortiz, 2015;
Ruiz-Garcia et al., 2007; Soldrzano-Garcia et al., 2021; Van Belle et al., 2012); e as sul-
americanas A. caraya, A. seniculus, A. macconnelli e A. belzebul (Bastos et al., 2010;
Gongalves et al., 2004; Oklander et al., 2010; Oklander et al., 2017; Ruiz-Garcia et al.,
2007). Além disso, andlises filogeograficas utilizando principalmente o gene
mitocondrial da subunidade b da enzima Citocromo Oxidase (Cyt b) investigaram
estrutura populacional na espécie 4. caraya (Ascunce et al., 2007; Nascimento et al.,
2005), assim como nos complexos de espécies A. guariba e A. belzebul (Bonvicino et al.,
2001; Harris et al., 2005; Nascimento et al., 2005, 2008; Povill et al., 2022; Viana et al.,
2015).
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Tabela 2. Diversidade cromossomica ¢ sistemas multiplos sexuais das diferentes espécies do género
Alouatta. Dados adaptados de Steinberg et al. (2014).

Espécies 2n Sistema Cromossomico Sexual
Alouatta belzebul Q50 349 XX XX/ X XY
Alouatta seniculus seniculus Q347 até 497 XY
Alouatta sel?iculus stramineus (= A. 047 até 49+ X X0X X XYY
macconnelli)
Alouatta seniculus arctoidea Q44 345 XiXiXoXo/ X1 XY 1Y2
Alouatta sara 96\ 48 até SIT XX XX/ X XY
2450 XiXiXoXo/X1X2Y1Y2
Alouatta macconnelli Q3 47 até 497 XiXiXoXo/ X1 XY 1Y2
Q452 XX/XY
Alouatta caraya XXOOXXOGY LY
. 356 XX/XY
Alouatta palliata 9%; 253 XXX/ X oY
Alouatta pigra 9 6\58 XX XoXo/ X1 XY 1Yo
Q50 249 XX/IXY
Alouatta guariba guariba 349 XiXoY
Q250449 XiXiXoXoX3X3/ X1 XoX5Y1 Y2
XX/XY
Alouatta guariba clamitans Q46 345 XiXiXoXo/ X1 XY
XiXiXoXoX3X3/ X1 XoX35Y1 Y2
Alouatta nigerrima Q50 XX
Alouatta coibensis ND ND

T Estas diferencas sdo devido a presenca de microcromossomos (1 até 3 por ntcleo);
ND: nao foi citogeneticamente caracterizado

Em relacdo aos estudos de filogenias, estes t€ém se baseado em analises de um
(single-gene/single-locus) ou mais genes (multi-gene/multi-locus) usando marcadores
moleculares mitocondriais e/ou nucleares. As reconstrucdes filogenéticas tém fornecido
evidéncias para confirmar algumas espécies, mas apresentam resultados divergentes
quanto as relagdes evolutivas dentro do género (Bonvicino et al., 2001; Cortés-Ortiz et
al., 2003; Doyle et al., 2021; Meireles et al., 1999; Nascimento et al., 2005; Ruiz-Garcia
etal., 2016,2017; Viana et al., 2015; Villalobos et al., 2004). Estas divergéncias tém sido
atribuidas as diferentes taxas evolutivas dos marcadores usados, além de fatores
relacionados a amostragem, que pode apresentar representatividade geografica
incompleta e/ou reduzida em relagdo ao numero de taxons (espécies e subespécies) e ao
nimero de individuos analisado por tdxon. Além dessas limitagdes, ha ainda casos de
hibridacdo no género entre A. pigra e A. palliata na regido de Tabasco no México, e 4.
guariba clamitans e A. caraya no Brasil (Cortés-Ortiz et al., 2007; Mourthe et al., 2019),

os quais foram confirmados com base na analise combinada de marcadores maternos
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(mtDNA, DNA mitocondrial) e paternos (gene SRY, Sex-determining Region Y), além de
microssatélites com alelos espécie-diagnosticos.

Embora, as evidéncias citogenéticas e os estudos filogenéticos e revisdes
taxondmicas em Alouatta sugiram que ha entre 12 e 24 tdxons (espécies € subespécies)
dentro do género, para alguns tdxons nao ha informag¢des moleculares que permitam uma
avalia¢do adequada do status taxondmico do grupo (Cortés-Ortiz et al., 2015). Portanto,
o numero de espécies e suas relacdes filogenéticas dentro do género Alouatta ainda nao
estao definidos, por isso hd uma necessidade de utilizagdo de ferramentas moleculares
para delimitagdo de espécie focando em uma maior quantidade de individuos e em uma

amostragem com ampla distribui¢do geografica.

1.3. O método DNA barcoding e abordagens para delimitaciao de espécies

Dentre as principais abordagens genético-moleculares que auxiliam a taxonomia
e sistematica estd o método DNA barcoding, proposto inicialmente por Hebert et al.
(2003). O DNA barcoding atua como um sistema “bioidentificador” global que
possibilita atribuir uma classificagdo taxondmica para um grupo animal, incluindo os
primatas e demais vertebrados, com base na analise da sequéncia de nucleotideos de um
fragmento pequeno (~600 pb) do gene mitocondrial Citocromo C Oxidase I (COI) (Figura
3). Dentre as vantagens na utilizagdo do DNA barcoding estd a possibilidade de
identificar espécies em qualquer estagio de vida (Meiklejohn et al., 2013) e também de
diferenciar espécies cripticas, ou seja, morfologicamente indistinguiveis, e complexos de
espécies que sdo morfologicamente muito semelhantes (Burns et al., 2008; Hebert,
Penton, et al., 2004; Tyagi et al., 2017).

Similar a um “cédigo de barras™ (barcode), a identificagao taxonomica via DNA
barcoding ¢ possibilitada pelas distintas combinagdes das quatro bases nitrogenadas (A,
T, G, C) que compdem a sequéncia de DNA dos seres-vivos. Assim, para cada posi¢cdo
nucleotidica do gene COI pode-se gerar sequéncias Unicas de referéncia para cada espécie
(perfil-COI) (Hebert, Cywinska, et al., 2003).

A escolha de um marcador mitocondrial para a abordagem de DNA barcoding, ao
invés de um nuclear, ¢ justificada pelo genoma mitocondrial apresentar trés principais
caracteristicas: (1) auséncia de introns e facilidade de amplifica¢do, dado seu elevado

numero de copias por célula (Bogenhagen & Clayton, 1974); (2) ocorréncia rara de
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eventos de recombinagdo, insercdo e dele¢do (Hagstrom et al.,, 2014); e (3) sinal
filogenético adequado em nivel populacional ou especifico, considerando sua elevada
taxa de mutacao (Brown et al., 1979; Pesole et al., 1999; Saccone et al., 1999, 2000). Por
outro lado, marcadores mitocondriais podem ndo ser resolutivos na identificacao das
espécies devido a existéncia de eventos de heteroplasmia, introgressdao e pseudogenes
(NUMTSs, Nuclear mitochondrial DNA sequences), além da retencdo de hapldtipos
ancestrais, ou seja, polimorfismos compartilhados entre espécies que divergiram
recentemente (Buhay, 2009; Hurst & Jiggins, 2005; Moritz & Cicero, 2004; Song et al.,
2008; Terranova et al., 2007; Toffoli et al., 2008). Por isso, todos estes pontos devem ser
considerados em uma analise utilizando tal abordagem.

d-loop IRNA-Phe 5o mNa Il GC Content

{RNA-Pro {RNA-Val
tRNA-Thr /

GC Skew
% GC Skew(-)
168 rRNA [
; B GC Skew(+)
tRNA-Leu

NDI

tRNA-Ile
IRNA-GlIn
IRNA-Met

ND2
tRNA-Leu
tRNA-Ser
tRNA-His

IRNA-Trp
tRNA-Ala

ST
%‘}?-N‘-&%# e

& ety
"

B, 1\
Al

i ”Lll-‘*h“ﬂ‘nn’n

Coul

y

CC
ATP6  ATPS IRNA-Lys

Figura 3. Mapa do mitogenoma (mtDNA) do mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus) representando
a posi¢do dos genes mitocondriais no genoma de Primatas com destaque para o gene COI adotado como
marcador molecular que atua como um “cddigo de barras” no método DNA barcoding. Fonte: Imagem
adaptada de Freitas et al., 2018.

A despeito de tais particularidades, o desenvolvimento de primers universais para
amplificar uma regido barcode do COI e de outros genes mitocondriais tem possibilitado
a analise e identificagdo de uma diversidade de espécies (Folmer et al., 1994; D. X. Zhang

& Hewitt, 1997), permitindo acessar a variabilidade genética entre espécies
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evolutivamente proximas e até mesmo distinguir grupos filogeograficos dentro de uma
mesma espécie (Mao et al., 2011; Ruiz-Garcia et al., 2015).

Em 2004, foi criado o Consortium for the Barcode of Life (CBOL) com o principal
objetivo de criar uma biblioteca publica de sequéncias de DNA associadas a espécimes
nomeadas para toda biodiversidade global. Em seguida, foi desenvolvido o banco de

dados BOLD (Barcode of Life Database http://www.boldsystems.org/), especializado em

armazenar as sequéncias perfil-COI de referéncia. Este banco ¢ consultado e alimentado
por inumeros grupos de pesquisa que geram novos dados e aumentam a eficiéncia da
base, facilitando o processo de identificagao de espécies pelo método de DNA barcoding.
Para criagdo do perfil-COI é necessario submeter os seguintes dados por individuo:
informagdes taxondmicas (espécie, género, familia), dados do espécime (ntimero de
identificacdo, localidade e data), instituicdo na qual o espécime esta depositado,
identificador e/ou coletor do espécime, a sequéncia COI com no minimo 500 pb, além de
informagdes sobre os primers que foram utilizados nas amplifica¢des do gene e os dados
dos eletroferogramas das sequéncias depositadas na base de dados (Hubert & Hanner,
2015).

O DNA barcoding ¢ uma ferramenta que tem duas principais ambicoes (1)
facilitar a identificacdo de organismos, atribuindo uma classificacdo ao nivel de espécie,
e (2) facilitar a descoberta de novas espécies (Frézal & Leblois, 2008). A sua proposta
inicial se baseia em analises de distancia genética, que tem como premissa que a variagao
genética entre espécies (interespecifica) excede a variagdo dentro de espécies
(intraespecifica) (Hebert, Cywinska, et al., 2003). Nesta abordagem, as distancias par-a-
par entre sequéncias sdo geralmente calculadas assumindo o modelo evolutivo Kimura-
2-parametros (K2P) (Kimura, 1980), que admite substituicdo livre de parametros para
transigdes e transversdes. No que se refere ao modelo evolutivo, as criticas relacionadas
ao método baseado em distancia destacam que o K2P ndo ¢ a melhor opgdo (Srivathsan
& Meier, 2012), porém, Collins e colaboradores (2012) demonstram que utiliza-lo ndo
afeta a precisd@o na identificagdo das espécies. Adicionalmente, o método Neighbor-
Joining (NJ) € geralmente utilizado para representagao grafica das relagcdes genéticas da
abordagem DNA barcoding, pois realiza reconstrugdes das relagdes genéticas a partir dos
dados de distancia genética, agrupando unidades taxondmicas em pares que minimizem
os comprimentos dos ramos da topologia da arvore gerada (Saitou & Nei, 1987).

O valor limite (threshold), inicialmente sugerido, para a variagdo intra e

interespecifica, e identificagao das entidades moleculares pelo método de distancias, foi
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de 2% (Hebert, Ratnasingham, et al., 2003). Posteriormente, Hebert ¢ colaboradores
(2004) indicaram um threshold que fosse 10x a média das distancias intraespecificas
calculadas para cada grupo. Contudo, Hickerson e colaboradores (2006) discutem que
este ultimo threshold sugerido ¢ adequado apenas para espécies que se isolaram ha mais
de 4 milhdes de geragcdes e que assumir esse valor para toda biodiversidade,
possivelmente, levara a erros na identificagao das espécies. Complementarmente, Ferri e
colaboradores (2009) discutem dois tipos de erros que podem ocorrer nas abordagens
baseadas em threshold: (1) o falso positivo, quando individuos de umas mesma espécie
apresentam distancia genética superior ao valor threshold estabelecido; e (2) o falso
negativo, quando individuos de espécies diferentes apresentam distdncias genéticas
menores que o threshold. Diante disto, os autores propdem que o valor de threshold mais
apropriado seja aquele que contiver a menor taxa de erro cumulativo - o threshold 6timo
(OT — optimum threshold). Portanto, estabelecer um threshold adequado ¢ fundamental
para realizar analises confidveis baseadas neste critério.

Além do threshold, nas abordagens de distdncia genética, diferencas evidentes
entre a variagdo intra e interespecifica resultam em um intervalo de distancia denominado
barcoding gap (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2004; Hubert et al., 2008). Em casos
que had a sobreposicdo desses valores (auséncia do barcoding gap), o processo de
identificacdo de espécies ¢ dificultado, resultando em grupos polifiléticos ou parafiléticos.
A auséncia do barcoding gap pode ser resultante de uma amostragem incompleta, tanto
em numero, quanto em abrangéncia geografica. Nessas situacdes, as variagoes
intraespecificas e interespecificas serdo, consequentemente, subestimadas ou
superestimadas. Portanto, uma amostragem deficiente pode gerar falsas subdivisdes
(falsos positivos) e falsos agrupamentos (falsos negativos) (Meyer & Paulay, 2005;
Wiemers & Fiedler, 2007). Por outro lado, a ocorréncia de estruturacdo populacional e
um grande tamanho efetivo populacional (Ne) também podem resultar em altos valores
de variagdo intraespecifica e, consequentemente, auséncia do barcoding gap (Meyer &
Paulay, 2005; Toffoli et al., 2008). Deste modo, apesar do enorme potencial para
identificacao de espécies pelo método DNA barcoding, diversos estudos t€ém discutido
suas limitagdes, quando aplicado a grupos estreitamente relacionados, como espécies-
irmas ou espécies que divergiram recentemente, espécies cripticas que apresentam baixa
divergéncia interespecifica com sobreposi¢ao das variagdes genéticas € em espécies com
relatos de eventos de hibridacdo (Meyer & Paulay, 2005; Moritz & Cicero, 2004;
Stoeckle, 2003; Wiemers & Fiedler, 2007).
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Em suma, as abordagens baseadas em distancia genética apenas distinguem
espécies que apresentam valores de divergéncia intraespecifica menores do que
divergéncia interespecifica (Wiemers & Fiedler, 2007) sem incorporar informagdes sobre
a histoéria evolutiva dos taxons (DeSalle et al., 2005), nem considerar processos de
coalescéncia (Frézal & Leblois, 2008). Ferguson (2002) também discute diversos pontos
das abordagens baseadas em distancia que sao alvo de criticas e que podem comprometer
a identificagdo correta das espécies. Finalmente, apesar de todas as limitacdes
apresentadas, Collins e Cruickshank (2012) propdem solucdes para as principais criticas
ao método DNA barcoding e Casiraghi e colaboradores (2010) fornecem para
comunidade cientifica sugestdes que auxiliam os pesquisadores a decidir quais
abordagens adotar para cada conjunto de dados.

Normalmente, estudos de delimitagdo de espécies associados ao método DNA
barcoding empregam pelo menos uma abordagem baseada em distancia genética, como,
por exemplo, o ABGD (Automatic Barcode Gap Discovery), que estima o threshold a
partir da identificacdo do barcoding gap, demarcando o limite entre as menores distancias
intraespecificas e as maiores distancias interespecificas. Deste modo, sdo fornecidas
diversas possibilidades de separagcdao de MOTUs, sem que haja um score para auxiliar a
decidir a melhor divisdo para o conjunto de dados avaliado (Puillandre et al., 2012).
Recentemente, Puillandre e colaboradores (2021) propuseram um método complementar
para analises single-locus, denominado ASAP (Assemble Species by Automatic
Partitioning). Esta abordagem, também baseada em distancia, ¢ vantajosa em relagdo as
demais por classificar as propostas de subdivisdo para o conjunto de dados através de uma
pontuacdo (asap-score), que ¢ resultado de duas métricas combinadas: a largura do
barcoding gap e a probabilidade de que cada grupo seja uma unica espécie.

Em razdo das limitagcdes das abordagens de distdncia ja comentadas, varios
métodos alternativos single ou multillocus tém sido propostos e aplicados para
delimitagdo de espécies (Casiraghi, Labra, Ferri, Galimberti, & de Mattia, 2010; Frézal
& Leblois, 2008; Mallo & Posada, 2016). Determinadas abordagens single-locus
incorporam premissas filogenéticas e/ou da teoria coalescente e delimitam espécies
baseando-se na modelagem dos padrdes evolutivos de ramificagdo intra-interespecificos
e na deteccdo da transicdo entre eles, como, por exemplo, os modelos GMYC
(Generalized Mixed Yule-Coalescent -Pons et al., 2006) e PTP (Poisson Tree Process -
Zhang, et al., 2013).
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O GMYC diferencia quais os pontos de ramificagdo que correspondem a eventos
de divergéncia entre espécies (modelo de especiacdo Yule) e quais indicam eventos
coalescentes entre populacdes amostradas dentro de uma espécie (modelo de
coalescéncia) a partir de arvores filogenéticas ultramétricas. Este modelo, porém, tende a
superestimar a diversidade de linhagens (Fujisawa & Barraclough, 2013; Reid &
Carstens, 2012). Ja o PTP utiliza o nimero de substituigdoes nucleotidicas (mutagdes) de
arvores filogenéticas ndo-ultramétricas para modelar especiagdes ou processos de
ramificacdo dentro e entre espécies. Ele assume que o numero de mutagdes ¢
significantemente maior entre espécies do que dentro de espécies e pode adotar uma
combinagdo que maximiza a probabilidade do padrao de substituicdo de recuperar a
topologia (Méxima Verossimilhanca - ML) (Kapli et al.,, 2017), ou que produza
probabilidades posteriores das linhagens delimitadas (Inferéncia Bayesiana - IB) (Zhang
etal., 2013). O método PTP ¢ considerado mais confidvel nas abordagens de delimitagao
de espécies single-locus, pois minimiza falsos positivos (Blair & Bryson, 2017).

As diferentes abordagens mencionadas tém sido amplamente utilizadas na
identificacdo e delimitagdo das espécies de diversos grupos taxonomicos, incluindo
invertebrados (Burns et al., 2008; Kim et al., 2020; Montagna et al., 2016; Ramirez et al.,
2021); peixes (Arruda et al., 2019; Lopes et al., 2020; C. D. B. Machado et al., 2017;
Machado et al., 2018; Ota et al., 2020; Ramirez et al., 2017; Rossini et al., 2016); aves
(Hebert, Stoeckle, et al., 2004; Johnsen et al., 2010; Yoo et al., 2006); anfibios (Grosjean
et al., 2015; Lalronunga et al., 2020; Zimkus & Schick, 2010); répteis (Bhaskar &
Mohindra, 2018; Bittencourt et al., 2019; Blair & Bryson, 2017; Hofmann et al., 2019;
Roberto et al., 2020); golfinhos (Kundu et al., 2019); morcegos (Clare et al., 2007);
carnivoros (Chaves et al., 2012) e roedores (Ermakov et al., 2015).

Em primatas, abordagens de distincia genética (K2P) e de similaridade
(Neighbour-Joining — NJ) foram testadas para diferentes marcadores mitocondriais e para
diversas finalidades (Ascunce et al., 2003; Hajibabaei et al., 2006; Jackson & Nijman,
2020; Lorenz et al., 2005; Minhos et al., 2013; Ruiz-Garcia et al., 2017). Por exemplo,
Nijman e Aliabadian (2010) testaram a eficacia do gene COI e de outros genes
mitocondriais (Cyt b e 16S) para chimpanzé (Pan troglodytes), bonobo (Pan paniscus),
gorila (Gorilla gorilla), orangutango (Pongo pygmaeus), gibao (Hylobates lar) e 1émure
(Lemur catta). Os autores concluiram que ha diferencas significantes nas distancias
genéticas intraespecificas entre os marcadores, mas que o COI apresenta uma maior

variabilidade para alguns taxons, enquanto o Cy¢ b € o 16S sdo mais variaveis para outros.
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Adicionalmente, os autores identificaram um barcoding gap evidente entre distancias
genéticas intraespecificas e interespecificas de oito espécies do género Alouatta, que
foram calculadas a partir de 126 sequéncias de Cyt b. Apesar desses estudos, as
abordagens de delimitacdo de espécies single-gene utilizando a analise filogenética-
coalescéncia associada ao método DNA barcoding ainda nao foram exploradas para

investigar diversidade genética oculta em primatas neotropicais.

2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

2.1. Justificativas e Objetivo Geral

A sistematica de Alouatta ¢ complexa devido principalmente a similaridade
fenotipica entre os tdxons, e, muitas vezes, a falta de dados morfolégicos suficientes para
esclarecer incertezas taxondmicas (Boubli et al., 2018; Buckner et al., 2015; Mercés et
al., 2015; Morales-Jimenez et al., 2015; Silva et al., 2018). Neste contexto, as filogenias
genético-moleculares existentes para o género t€ém contribuido para o debate sobre o
nimero de espécies, auxiliando a esclarecer as relagdes evolutivas dentro do grupo.
Porém, s3o poucas as andlises filogenéticas que incluem modelos evolutivos, algoritmos
estatisticos de méxima verossimilhanca e anélises bayesianas combinadas a uma ampla
representatividade de tdxons, que abranja a diversidade observada na area de distribuicao
geografica das espécies propostas por Gregorin (2006). Desse modo, embora revisdes
sistematicas tenham sido realizadas para as espécies de Alouatta com ocorréncia no
Brasil, até o momento, ainda ndo h4a um consenso sobre o nimero de taxons que de fato
constitui o grupo.

Diante do debate sobre o nimero de espécies que compde o género Alouatta € do
potencial que o método DNA barcoding possui para contribuir com questdes
taxondmicas, as abordagens de delimitacdo de espécies single-gene, baseadas em
distancia e filogenética-coalescéncia, podem se configurar como ferramentas tteis para
acessar a diversidade genética inter e intraespecifica e auxiliar na identificacdo de

linhagens dos bugios brasileiros.
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Considerando a problematica apresentada, estabelecemos como objetivo geral de
trabalho delimitar Unidades TaxonOomicas Moleculares (Molecular Operational
Taxonomic Units, MOTUs) para as espécies do género Alouatta que ocorrem no Brasil,
aplicando as diferentes abordagens de delimitacao de espécies single-gene associadas ao

método DNA barcoding.

2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos de trabalho foram:

1. Avaliar a concordancias das MOTUs identificadas dentro do género Alouatta com as
espécies reconhecidas por Gregorin (2006), Groves (2001), e Cortés-Ortiz et al.
(2015);

2. Criar um banco de dados de referéncia com codigos de barras de DNA barcode para
espécies de Alouatta, baseados na analise dos genes mitocondriais COIl e Cyt b,

3. Oferecer dados que subsidiem as subsequentes propostas de validagdes taxondmicas

no género Alouatta.
3. MATERIAL E METODOS

3.1.Amostragem bioldgica e extracao de DNA

Nossa amostragem incluiu 141 amostras biologicas (tecido muscular, sangue, pelo
ou fezes) obtidas de espécimes de Alouatta provenientes de diversas localidades do
Brasil, conforme descrito a seguir: A. belzebul (n=50), A. guariba (n=47), A. seniculus
(n=24), A. caraya (n=15) e A. macconnelli (n=1) (Figura 4). Para os complexos de
espécies A. belzebul, A. guariba e A. seniculus, incluimos, respectivamente, as seguintes
subespécies: 4. b. discolor e A. b. ululata; A. g. guariba e A. g. clamitans; e A. s. seniculus,
A. s. puruensis € A. s. juara. Optamos por adotar a proposta conservativa do niumero de
taxons de Alouatta, seguindo Groves (2001), pois as identificagdes taxondmicas iniciais
dos individuos da nossa amostragem foram realizadas por diversos colaboradores ¢ nao
taxonomistas, € se deram com base, majoritariamente, no padrdo de rac;ﬁo da

pelagem, nem sempre incluindo dados morfo-craniais ou do aparato hioide. Todas as
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informacdes sobre localidades e demais dados das amostras coletadas estao disponiveis

na Tabela 12, Material Suplementar S1.
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Figura 4. Mapa com os pontos de amostragem das diferentes espécies de Alouatta. Os circulos representam
a localizagdo das amostras coletadas para este trabalho. Os losangos representam a localizagdo dos
individuos cujas sequéncias foram obtidas no GenBank para o gene Cyt b.

Os procedimentos para coleta de material bioldgico seguiram os requerimentos
legais ¢ as normas e protocolos estabelecidos pelo Comité de Etica para Uso e
Experimentacdo Animal (CEUA, #6618060320) da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar); Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e Conhecimento
Tradicional Associado (SISGEN, #A411359); Sistema de Autorizagdo e Informacdes
sobre Biodiversidade (SISBIO, 49643-16, 71555-1, 29092-1, 29092-3, 42111-3, 7143-
1/13507) do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio),
Ministério do Meio Ambiente (MMA) e pela Sociedade Americana de Primatologistas

(ASP) para tratamento ético de primatas nao-humanos.
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O DNA das amostras bioldgicas foi extraido seguindo os protocolos usando
Fenol-Cloroféormio (Sambrook et al., 1989) e/ou Tampdo Salino (Aljanabi &
Martinez, 1997), com adaptacdes. A integridade do DNA foi avaliada via eletroforese em
gel de agarose 1% e a quantificacdo foi realizada em biofotdometro (Eppendorf).

Nossa amostragem foi ampliada a partir da obtencao de sequéncias de DNA
disponiveis na  base publica de dados nucleotidicos GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), acessadas no periodo de julho de 2019

a dezembro de 2021, das seguintes espécies: A. palliata, A. pigra, A. sara, A. nigerrima,
A. macconnelli, A. seniculus, A. belzebul, A. caraya, A. guariba (Material Suplementar
S2). Adicionalmente, sequéncias de representantes de Ateles fusciceps robustus
(KR902385.1), Ateles belzebuth chamek (KR902368.1) e Brachyteles arachnoides
(AY065906.1) foram obtidas para serem usadas como grupo externo (Wildman et al.,

2009; Kiesling et al., 2015).

3.2. Amplificac¢do, purificacio e sequenciamento de DNA

Fragmentos de aproximadamente 710 pb do gene COI foram amplificados
utilizando 0s primers LCO1490 (forward) (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") e HC02198 (reverse) (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3"), que foram desenhados e testados por
(Folmer et al., 1994). As Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCRs) foram padronizadas
nas seguintes condi¢des: 1X de buffer tris-KCl (Tris-HC1 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM);
0,26 uM de dNTPs; 2,0- 3,0 mM de MgCl, (50 mM, Invitrogen); 0,64 pmol de cada
primer; 1 unidade de Platinum Taq polimerase (Invitrogen); 20-50 ng/uL DNA e H,O
Mili-Q; para um volume final de 10 pL. O ciclo de PCR consistiu em 5 minutos a 94° C
para desnaturagao inicial, seguidos de 35 ciclos de 30 s 2a94° C,45sa48°C,45sa 72°
C, e extensdo final de 10 min a 72° C. Para o Cyt b cerca de 1140 pb foram amplificados
utilizando-se os primers F (forward) (5' GCACAACCTACAGCACCACTA 3') e R
(reverse) (5' CAGCTTTGGGTGTTGAYGGTRGAA 3'), e testados para o género
Callicebus (Primates: Pitheciidae) (Byrne et al., 2016). As PCRs foram padronizadas nas
seguintes condi¢des: 1X de buffer tris-KCI (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50mM); 0,2
uM de dNTPs; 2,0-3,0 mM de MgCl, (50 mM, Invitrogen); 1,0 pmol de cada primer; 1
unidade de Platinum Taq polimerase (Invitrogen); 20-50 ng/uL. DNA e H,O Mili-Q; para
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um volume final de reagdo de 10 pL. O ciclo de PCR consistiu em 5 minutos a 95° C para
desnaturac¢ao inicial, seguidos por 35 ciclos de 1 min a 94° C, 1 min a 60° C, 90 s a 72°C;
e 5 min de extensao final a 72° C.

Amplificacdes do marcador nuclear intron NPAS3.2 (Neuronal PAS domain
protein 3) também foram realizadas para acessar uma historia evolutiva molecular
independente da mitocondrial e realizar analises de delimitacdo multilocus para o género
Alouatta. As amplificagdes para o intron NPAS3.2 (674 pb) foram realizadas utilizando-
se os primers NPAS3.2-F (forward) (5'- TCAGCATTGTTGATCTGCTTTT-3") e
NPAS3.2-R (reverse) (5'- TGGAATATCTAACCATCTCTGAACA -3"), que foram
desenhados e testados por Perelman e colaboradores (2011). As PCRs foram
padronizadas nas seguintes condi¢des: 1X de buffer tris-KCl (Tris-HC1 20 mM pH 8,4 e
KCl1 50mM); 0,25 uM de dNTPs; 1,5-1,8 mM de MgCl, (50 mM, Invitrogen); 0,4166
pmol de cada primer; 1 unidade de Platinum Taq polimerase (Invitrogen); 20-50 ng/uL
DNA e H>O Mili-Q; para volume final de 12 pL; para um ciclo de 95° C por 5 minutos
para desnaturacdo inicial, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94° C, 1 min a 60° C, 1 min a
72° C; com extensao final por 10 min a 72° C.

Para todos os marcadores, examinou-se as amplificagdes dos produtos de PCR em
gel de agarose a 2% corados com Gel RedTM em transiluminador de luz ultravioleta. Em
seguida, os fragmentos que apresentaram os respectivos tamanhos esperados € bom
padrdo de amplificagdo foram purificados utilizando protocolo de polietilenoglicol 20%
(Kusukawa et al., 1990) e, posteriormente, sequenciados em Plataforma ABI3730XL
(Applied Biosystem). Como ja mencionado, o nosso conjunto de dados foi
complementado com sequéncias disponiveis na base de dados GenBank. Foram obtidas
quatro sequéncias para o marcador NPAS3.2, 16 para o COI e 198 parao Cyt b.
Todas as informagdes sobre as sequéncias obtidas do banco de dados e as geradas neste
trabalho, que foram utilizadas nas andlises para cada um dos marcadores, estdo

disponiveis nas Tabelas 12 e 13 do Material Suplementar (S1 e S2).

O conjunto total de sequéncias para cada /ocus, foi editado e alinhado utilizando
o algoritmo MUSCLE disponivel no software Geneious R7 7.0.1 (Kearse et al., 2012).
Os alinhamentos foram avaliados para manter o maximo de sitios informativos e detectar
a presenca de insercoes-delegdes, picos duplos, e codons de parada que indicam a
presenca de pseudogenes. No programa MEGAX 10.2.5 (Kumar et al., 2018) foram

obtidos o numero de sitios conservados, variaveis e parcimoniosamente informativos para
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cada um dos marcadores moleculares. Para as sequéncias do marcador NPAS3.2, a fungdo
"achar heterozigotos" com um limiar de 80% foi utilizada com o objetivo de encontrar os
sitios ambiguos e assinalar codigos para as bases degeneradas no programa Geneious.
ApoOs essa etapa, os haplotipos de cada individuos foram recuperados por meio da
ferramenta Unphase dentro do programa DNA Sequence Polymorphism (DNAsp
v6.12.03, Librado & Rozas (2009)) utilizando 10.000 interacdes.

3.3. @lises de delimitacio baseadas em distancia genética

As distancias genéticas intra e interespecificas foram calculadas para cada
alinhamento separadamente, seguindo a nomenclatura taxonémica proposta por Groves
(2001) e para as MOTUs consenso aqui identificadas. Todos os célculos foram realizados
utilizando o modelo de evolugao Kimura 2-parametros (K2P) (Kimura, 1980), disponivel
no programa MEGAX 10.2.5 (Kumar et al., 2018). Collins e colaboradores (2012)
compararam o modelo K2P com outros modelos evolutivos em diferentes grupos animais
no célculo das distancias genéticas no nivel de espécies. Os resultados indicaram que as
diferencas das distancias do modelo K2P para os demais foram minimas e a taxa de
sucesso na identificagdo das espécies ndo foi afetada. Para o conjunto de dados do intron
NPAS3.2 geramos uma arvore com topologia de Neighbour-Joining (NJ) (Saitou & Nei,
1987), utilizando modelo Kimura 2-parametros (K2P) (Kimura, 1980). O suporte dos
clados foi avaliado pelo valor de bootstrap (1000 pseudo-réplicas), conforme sugerido
por Felsentein (1985).

O threshold o6timo (OT) foi calculado utilizando a fun¢do “localMinima”,
implementada no pacote SPIDER (Species Identity and Evolution in R; (BROWN et al.,

2012) para a plataforma R (http://www.R-project.org), o qual posteriormente foi aplicado

para delimitar as MOTUs no software jMOTU (Jones et al., 2011), usando o threshold
que apresentou correspondéncia com a classificagdo taxondmica aqui empregada e com
o padrdo de distribui¢ao geografica descrito para os tdxons. A comparacao entre a maxima
distancia genética intraespecifica e a minima interespecifica foi realizada através da
aplicacdo do OT para ambos os genes mitocondriais para cada espécie nominalmente
reconhecida, com pelo menos dois individuos (n > 1) analisados em cada taxon.

Os alinhamentos do conjunto de dados do COI e do Cyt b foram submetidos

separadamente a andlise na plataforma ASAP (Assemble Species by Automatic
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Partitioning) (https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/) (Nicolas Puillandre et al., 2021).
O ASAP propde diversas possibilidades de subdivisdes para o conjunto de dados que sao
classificadas em ordem decrescente a partir do asap-score que ¢ a combinagdo do p-value
com o barcoding gap. Quanto menor o asap-score mais confiavel ¢ o resultado gerado.
O p-value ¢ uma métrica probabilistica calculada a partir das distdncias genéticas intra e
interespecificas em que os melhores resultados sdo aqueles proximos a 1. O barcoding
gap ¢ a largura entre as distdncias genéticas intra e interespecificas e os melhores

resultados sdo os que apresentam os maiores valores.

3.4. Analises de delimitacao baseadas em filogenética e coalescéncia

Para as andlises baseadas em filogenética e coalescéncia nos utilizamos os

métodos GMYC (Pons et al., 2006; https://species.h-its.org/gmyc/), PTP (Poison Tree

Process) e bPTP (implementagdo bayesiana do método Poison Tree Process) (Zhang et

al., 2013; https://species.h-its.org/ptp/). O GMYC classifica os ramos de uma arvore

ultramétrica (unidades de tempo absoluto/relativo) entre espécies, assumindo um modelo
de especiacdo (Yule, 1925); e dentro de espécies, adotando o modelo coalescente neutro
(Hudson, 1990) (Fujisawa & Barraclough, 2013; Pons et al., 2006). Ja o PTP, classifica
o ponto de transi¢ao das ramificacdes entre ou dentro de espécies a partir do numero de
substitui¢cdes nucleotidicas acumuladas, adotando um pardmetro para especiagdo e um
para os eventos de coalescéncia. A premissa implicita no PTP ¢ que cada substituicao
possui uma pequena probabilidade de gerar um evento de ramificagao, por isso os eventos
de ramificacdo serao mais frequentes dentro de espécies do que entre espécies (KAPLI et
al., 2017; ZHANG, J. et al., 2013).

Reconstruimos as darvores filogenéticas sob o melhor modelo evolutivo
selecionado para o COI (GTR+I) utilizando o critério AIC (4kaike Information Criterion)
e para o Cyt b (HKY+G) pelo critério BIC (Bayesian Information Criterion), fornecidos
pelo jModelTest 2.1.1 (Posada, 2008). Para o PTP, as arvores filogenéticas nao
ultramétricas foram geradas no programa MrBayes 3.2.7a (Huelsenbeck & Ronquist,
2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003) ¢ no PhyML 3.0 (GUINDON et al., 2010;

http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/). Ja para o GMYC, a reconstrugdo das arvores

filogenéticas ultramétricas foram realizadas no BEAST2 2.6.6 (Bouckaert et al., 2014) no
servidor CIPRES 3.3 (https://www.phylo.org - MILLER et al., 2011). N6s adotamos o

relogio molecular relaxado ndo correlacionado com distribui¢ao logNormal e o modelo
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de especiagao birth-death que considera a ocorréncia de eventos de especiacao e extingao,
pois nossas andlises incluem varias espécies e ha registros fosseis de espécies extintas
para o género Alouatta (Rosenberger et al., 2015; Tejedor et al., 2008). Para o COI, trés
cadeias independentes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram iniciadas a partir
de arvores aleatorias, corridas com 50 milhdes de geragdes, com parametros € arvores
sendo salvas a cada 5.000 geragdes. Para o Cyt b, trés cadeias independentes de MCMC
foram iniciadas a partir de arvores aleatdrias e corridas com 200 milhdes de geragdes,
com parametros e arvores sendo salvas a cada 10.000 geragdes. Os parametro de
convergéncia e o valor de ESS (Effective Sample Size) > 200 foram conferidos no Tracer
1.7.2 (Drummond & Rambaut, 2007). Para o burn-in foram descartadas 10-25% das
topologias e as corridas foram combinadas utilizando o software LogCombiner 2.6.6

(Drummond et al., 2012).

3.5. Delimitacdo de MOTUs consenso para o género Alouatta

Considerando que os métodos de delimitacao de espécies (OT, ASAP, PTP, bPTP
e GMYC) adotam premissas distintas, ¢ esperado que abordagens diferentes apresentem
discordancias quanto ao numero de MOTUs recuperadas para o nosso conjunto de dados.
Portanto, para identificar as linhagens evolutivas n6s determinamos MOTUs consenso foi
determinada considerando o maior niumero de correspondéncias entre os métodos para

ambos os genes mitocondriais de um dado taxon.

4. RESULTADOS

4.1. Dados das sequéncias dos genes COIL, Cyt b e intron NPAS3.2

No presente trabalho foram gerados novos dados de sequéncias mitocondriais para
um total de 141 individuos de Alouatta identificados morfologicamente como A. guariba
(n=25), A. g. clamitans (n=15), A. belzebul (n=43), A. b. discolor (n=1), A. b. ululata
(n=6), A. caraya (n=13), A. macconnelli (n=1), A. seniculus (n=15), A. s. juara (n=8), A.
s. puruensis (n=4) e Alouatta sp (n=10). Adicionalmente, analisamos sequéncias do gene

Cyt b disponiveis no GenBank para tdxons com ocorréncia na Mesoamérica e/ou América
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do Sul (incluindo representantes de A. palliata, A. pigra, A. nigerrima e A. sara) para
todas as espécies/subespécies que ocorrem no Brasil.

Considerando o conjunto total de dados, para o gene do Cyt b foram analisadas
335 sequéncias editadas para 635 pb, sendo identificados 123 sitios parcimoniosamente
informativos, para os respectivos taxons: A. caraya (n=62), complexo A. belzebul
(n=147), complexo A. guariba (n=84), complexo A. seniculus (n=29), complexo A.
palliata (n=6), A. pigra (n=2), A. macconnelli (n=3), A. sara (n=1) e A. nigerrima (n=1).
As sequéncias nomeadas como Alouatta sp foram identificadas no presente estudo como
sendo A. guariba (n=8) e A. caraya (n=2).

Para o gene mitocondrial COI foram analisadas 98 sequéncias editadas para 601
pb, sendo identificados 74 sitios parcimoniosamente informativos para os respectivos
taxons: A. caraya (n=21), A. macconnelli (n=1), complexo 4. belzebul (n=41), complexo
A. seniculus (n=23) e complexo A. guariba (n=13). Eﬁmero de sequéncias para este
ultimo taxon ficou reduzido para o gene COI, uma vez que 41 sequéncias ndo foram
incluidas nas analises de delimitagdo de espécies por apresentarem sobreposi¢cdo de picos
(A-G e C-T) ao longo de diversos sitios em ambas as direcdes (F e R) (Figuras 16 ¢ 17,
Material Suplementar S3). Para as demais sequéncias, nenhum cdédon de parada, delegao
ou inser¢do foi observado nos alinhamentos de ambos os genes mitocondriais.

Os dados relativos a analise do intron NPAS3.2 incluiram 18 sequéncias com 417
pb, sendo 14 delas geradas no presente trabalho para os seguintes tdxons A. belzebul
(n=2), A. caraya (n=3), A. g. clamitans (n=2), A. s. juara (n=4), A. seniculus (n=3); e
quatro obtidas do GenBank para as espécies A. belzebul (HM759886), A. caraya
(HM759888), A. palliata (HM759899) e A. sara (HM759900). am recuperados,
portanto, um total de 40 haplotipos. Ervore de NJ construida a partir desse marcador
nao evidenciou clados distintos para as diferentes espécies, sendo, portanto, observado
majoritariamente politomias (Figura 18, Material Suplementar S4). Esses resultados
indicam que esse marcador ndo ¢ capaz de diferenciar as espécies, exceto 4. caraya.

Dessa forma, nos seguimos com as demais analises sem utilizar o NPAS3.2.

4.2. Delimitacio de espécies single-locus baseadas em distancia genética

A transicdo entre distdncias intra e interespecificas calculada pela funcao

“LocalMinima” no SPIDER sugeriu trés valores de threshold 6timo para o gene COI
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(OT=4,4%, 3% ou 1,34%) e quatro valores para o Cyt b (OT=7,74%, 6,14%, 2,73% ou
1,1%). Com base nestes resultados, os valores de E de 1,34% para COI e de 1,1% para
Cyt b foram adotados, uma vez que apresentam sentido bioldgico, comparado aos demais
valores que agruparam espécies reconhecidas como distintas pelos taxonomistas, € que
possuem distribui¢do geografica alopatrica (por exemplo, 4. macconnelli e A. nigerrima).
A funcdo “threshVal” calculou os erros acumulativos de cada OT (a soma entre falsos
positivos e falsos negativos) e nenhum falso negativo e positivo foi encontrado para o
COlI, embora 11 falsos negativos tenham sido apontados no OT adotado para o Cyt
valor OT determinado mais confidvel ¢ aquele minimiza falsos positivos e falsos
negativos, pois isto indica agrupamento ou separagdo de espécies erroneamente. Em
outras palavras, quanto menor for o erro cumulativo e os valores para falso positivos e
negativos, mais acurado sera o valor OT adotado.

Considerando as analises de delimitacdo de espécies single-locus dos genes
mitocondriais COI e Cyt b, o niimero total de MOTUs recuperado pelas abordagens
baseadas em distancia genética variaram de sete a nove. A analise para o COI usando o
OT=1,34% como ponto de corte no JMOTU recuperou sete MOTUs, enquanto o ASAP
indicou nove MOTUs (Figura 5). J4 para o Cyt b, o emprego do OT=1,1% no jMOTU
gerou nove MOTUs, enquanto o ASAP resultou em oito MOTUs (Figura 6). As parti¢des
sugeridas pelos ASAP com o menor asap-score e com valores significativos
probabilisticos (p < 0.05) em que as subdivisdes correspondiam, pelo menos, com a

classificagdo proposta por Groves (2001) foram escolhidas como as mais plausiveis.

4.3. Delimitacio de espécies single-locus baseadas em filogenética e coalescéncia

As arvores filogenéticas bayesianas (ultramétricase nao-ultramétricas) e de
maxima verossimilhanca resultaram em logias idénticas para as analises do gene Cyt¢
b e para o COI. As delimitacdes de espécies baseadas em filogenética e coalescéncia
(GMYC, PTP e bPTP) recuperaram de 10 a 12 MOTUSs para o gene COI (Figura 5) e de
11 a 42 para para o Cyt b (Figura 6).

Para o0 COI, a anélise no GMYC encontrou 10 MOTUs com intervalo de confianga
de 10-11, sendo que duas MOTUs foram geradas com uma Unica sequéncia (singleton)

(Figura 5). Ao todo foram recuperadas trés MOTUs para 4. belzebul, trés MOTUS para
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A. guariba, duas MOTUs para A. seniculus, uma MOTU para 4. caraya, e uma para A.
macconnelli. O modelo nulo (Lo= 845.8634) foi significantemente menor (p < 0.001) do
que o modelo GMYC (L=887.7622). As andlises PTP apresentaram resultados
concordantes para o numero de MOTUs estabelecido para 4. seniculus (duas MOTUs),
A. macconnelli (uma MOTU) e A. caraya (uma MOTU). O namero total de MOTUs
divergiu para as espécies A. belzebul, sendo identificadas duas MOTUs para o PTP e trés
bPTP. Ja para A. guariba foram encontradas quatro MOTUs (trés singletons) com o
método PTP, e cinco MOTUs (quatro singletons), com o bPTP (Figura 5).

Para o Cyt b, 0 GMYC resultou em um total de 42 MOTUs (cinco singletons),
com intervalo de confianga de 42-48 (Figura 6). Nossos resultados mostraram 16 MOTUs
para A. belzebul (Figura 7), 12 MOTUs para A. guariba (Figura 8), cinco MOTUs para
A. caraya, uma MOTU para A. macconnelli, uma MOTU para A. nigerrima, quatro
MOTUs para A. seniculus, duas MOTUs para A. palliata e uma MOTU para A. pigra
(Figura 9). Os individuos identificados como A. sara (AY065887, Bolivia) e A. seniculus
(KR902387, Peru) foram agrupados com A. seniculus puruensis em uma mesma MOTU
(Figura 9). O modelo nulo (Lo= 3452.913) foi significantemente menor (p < 0.001) que o
modelo GMYC (L=3547.391), sendo descartada a hipotese nula de que o conjunto de
dados ¢ formado por apenas uma unidade molecular. As analises PTP e bPTP
recuperaram o mesmo numero de MOTUs para A. belzebul (2) (Figura 7), A. guariba (3)
(Figura 8), A. seniculus (2), A. macconnelli (1) e A. pigra (1) (Figura 9). Para A. palliata
foram identificadas uma MOTU para PTP e duas MOTUs para bPTP. Alouatta caraya
apresentou uma e duas MOTUs para PTP e bPTP, respectivamente. Além disso,
encontramos que apenas as abordagens bPTP e GMYC separaram a espécie nominal A.

nigerrima do clado de A. macconnelli (Figura 9).
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Figura 6. Arvore bayesiana ultramétrica para o gene Cyt b apresentando as relagdes evolutivas dos tixons
do género Alouatta. As barras na lateral representam as MOTUs identificadas por cada abordagem de
delimitacdo single-gene. A cor azul representa o complexo de espécies 4. belzebul, verde o complexo A.
guariba, amarelo A. caraya, marrom A. macconnelli, em r0xo A. nigerrima, em laranja o complexo A4.
seniculus, em vermelho o complexo 4. palliata e em rosa A. pigra. As barras pretas representam as MOTUs
consenso recuperadas: (1) MOTU-belzebul 2, (2) MOTU-belzebul 1, (3) MOTU-guariba 1, (4) MOTU-
guariba 2, (5) MOTU-guariba 3, (6) MOTU-caraya, (7) MOTU-macconnelli, (8) MOTU-seniculus 1, (9)
MOTU-seniculus 2, (10) MOTU-palliata e (11) MOTU-pigra. Os circulos nos nds representam a
probabilidade posterior (PP>0.9).
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Luana Portela Faria e Ávila
se é tudo complexo belzebul não é necessário colocar o nome belzebul


Patricia Freitas
Pode deixar como está. Não tem problema! Vc não sabia o resultado que iria dar...
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Figura 8. Arvore bayesiana ultramétrica para o gene Cyz b representando apenas o complexo de espécie A.
guariba ¢ as MOTUs recuperadas para cada abordagem de delimitagdo de espécies. As barras pretas
representam as MOTUs consenso. Os circulos nos nds representam a probabilidade posterior (PP>0.9).
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Luana Portela Faria e Ávila
se é tudo complexo guariba não é necessário colocar o nome guariba
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Figura 9. Arvore bayesiana ultramétrica para o gene Cyz b representando as relagdes entre A. caraya, A.
macconnelli, A. nigerrima, A. seniculus, A. palliata e A. pigra indicando as MOTUs recuperadas para cada
abordagem de delimitac@o de espécies. As barras pretas representam as MOTUs consenso. Os circulos nos
noés representam a probabilidade posterior (PP>0.9).
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4.4. Determinacao do numero de MOTUs consenso

As andlises de delimitagdo de espécies para o COI e Cyt b apresentam
discordancias entre as cinco abordagens utilizadas (OT, ASAP, PTP, bPTP ¢ GMYC)
(Figura 5 e 6), porém, a correspondéncia entre os métodos para ambos os genes sugere
11 MOTUs consenso dentro de Alouatta. Foram sugeridas duas MOTUs consenso para o
complexo A. belzebul (MOTU-belzebul 1 e MOTU-belzebul 2) (Figura 7); trés MOTUs
consenso para o complexo A. guariba (MOTU-guariba 1, MOTU-guariba 2, MOTU-
guariba 3) (Figura 8); e duas MOTUs consenso para 4. seniculus (MOTU-seniculus 1 e
MOTU-seniculus 2). Para as espécies nomeadas como 4. caraya, A. macconnelli, A.
palliata, A. pigra, foi encontrada apenas uma MOTU consenso para cada taxon, sendo
estas:  MOTU-caraya, = MOTU-macconnelli, = MOTU-palliata,  MOTU-pigra,
respectivamente (Figura 9). Para 4. nigerrima, o resultado consenso agrupou esta espécie
na MOTU-macconnelli. Entretanto, as abordagens de coalescéncia-filogenética (bPTP,
GMYC) distinguiram A. nigerrima de A. macconelli, com alto valor de suporte (PP>0.9
- Figura X). Por isso, nds consideramos a MOTU-nigerrima, visto que a taxonomia
classica reconhece A. nigerrima como espécie valida distinta de A. macconelli, devido a
existéncia de caracteres diagnoésticos, € que A. nigerrima esta representada neste estudo
por apenas um individuo analisado com um tnico marcador (Cyt b).

Em suma, este estudo identificou 12 MOTUs para o género Alouatta apresentando
padrdes de distribui¢ao geografica (Figuras 5 e 6), sendo duas delas estabelecidas para os
bugios mesoamericanos (MOTU-pigra e MOTU-palliata) e dez para os tdxons que
ocorrem no Brasil, conforme descrito na tabela 14 (Material Suplementar S5): MOTU-
caraya (4. caraya proveniente da Bolivia e estados brasileiros MG, SP, MT, GO, TO, PI);
MOTU-macconnelli (4. macconnelli da Guiana Francesa ¢ Amazodnia brasileira nos
estados do AM e RR); MOTU-nigerrima (4. nigerrima de origem desconhecida); MOTU-
belzebul 1 (margem esquerda do rio Xingu; subespécie discolor); MOTU-belzebul 2
(margem direita do Rio Xingu, rio Tocantins, Mata Atlantica do nordeste, incluindo a
subespécie ululata), MOTU-seniculus 1 (4. sara, A. seniculus e subespécie puruensis),
MOTU-seniculus 2 (4. seniculus e subespécie juara) e MOTU-guariba 1 (RJ/MG/SP —
subespécie clamitans), MOTU-guariba 2 (MG/ES/SP — subespécies guariba), MOTU-
guariba 3 (SC/SP — subespécie clamitans). Espécimes de Sao Paulo (SP) apresentaram

distribuicao parafilética em todos os clados de individuos de 4. guariba (Figura 8).
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4.5. Calculo das distancias genéticas seguindo Groves (2001)

As distancias genéticas K2P intra e interespecificas do COI e Cyt b foram
calculadas seguindo a classificagdo de Groves (2001). O COI evidenciou distancias
intraespecificas maximas maiores do que o OT de 1,34% para as espécies A. belzebul
(2,56%), A. guariba (2,73%) e A. seniculus (4,70%) (Tabela 3). Apenas A. seniculus
apresentou distdncia média intraespecifica maior que o OT (1,59% > 1,34%) (Tabela 4).
O valores médios e maximos intraespecificos maiores que o valor OT (1,34%)
evidenciam que esses grupos podem constituir espécies cripticas ou complexos de
espécies. As minimas distincias interespecificas variaram de 3,62% para A. seniculus a

3,8% para A. caraya (Tabela 3).

Tabela 3. Distancias genéticas (K2P) calculadas a partir do COI representando as minimas e maximas
intraespecificas (mesma espécie) e interespecificas (entre espécies) (%) das espécies do género Alouatta
(Groves, 2001) com pelo menos duas sequéncias disponiveis por espécie (n > 2). Os valores em negrito
indicam os valores intraespecificos maximos maiores que 1,34% (OT) sugerindo diversidade criptica para
essas espécies.

COl
Espécies Max. Intra. Min. Inter. Max. Inter.
A. belzebul 2,56% 3,78% 6,71%
A. guariba 2,73% 3,78% 7,11%
A. caraya 0,67% 3,80% 6,14%
A. seniculus 4,70% 3,62% 7,11%

Tabela 4. Média das distancias genéticas (K2P) intraespecificas (% + desvio padrdo) dos genes
mitocondriais Cyt b e COI para as espécies do género Alouatta (Groves, 2001) com pelo menos duas
sequéncias disponiveis por espécie (n > 2). Os valores em negrito indicam os valores médios
intraespecificos maiores que 1,11% e 1,34% (OT) sugerindo diversidade criptica para essas espécies.

Espécies Cyt b (0T=1,1%) COI (0T=1,34%)
A. belzebul 091% £0,2% (n=147) 1,27% £0,3% (n=39)
A. caraya 0,31% £0,1% (n=62) 0,19%  £0,1% (n=21)
A. guariba L18% +0,3% (n=84) 0,93%  £0,2% (n=10)
A. seniculus 1,33% +0,3% (n=30) 1,59% +0,3% (n=23)
A. palliata 0,50% £0,2% (n=6)
A. pigra 0,16% £0,2% (n=2)

A. macconnelli 0,16% +0,1% (n=4)

A menor distancia média interespecifica obtida foi entre A. seniculus e A. caraya
(4,20%) e a maior distancia média obtida foi entre A. seniculus e A. belzebul (5,81%) com

valores maiores que o OT= 1,34% (Tabela 5).
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Tabela 5. Média em porcentagem das distdncias genéticas (K2P) entre espécies do género Alouatta
(Groves, 2001) calculadas para o gene COI. Os numeros na diagonal superior representam a estimativa do
desvio padrao.

Espécies 1 2 3 4 5
1 A belzebul - 0,95% 0,78% 0,87% 0,90%
2 A caraya 5,71% - 0,91% 0,87% 0,77%
3 A guariba 4,74% 5,14% - 0,92% 0,93%
4 A. macconnelli 4,91% 4,50% 5,04% - 0,75%
5 A seniculus 5,81% 4,20% 5,79% 4,25% -

Para o gene Cyt b, quatro espécies de Alouatta apresentaram valores médios e/ou
maximos intraespecificos maiores que o valor threshold 6timo (OT=1,1%), sendo A.
seniculus com distancia maxima intraespecifica de 4,07% e média de 1,33%; 4. guariba
com distancia maxima intraespecifica de 2,58% e média de 1,18%, A. belzebul maxima
de 2,75%; e A. caraya com distancia maxima de 1,28% (Tabelas 4 e 6). O valores médios
€ maximos intraespecificos maiores que o valor OT (1,11%) evidenciam que esses grupos
podem constituir espécies cripticas ou complexos de espécies. O menor valor de distancia
minima entre espécies (interespecifica) foi de 2,25% para 4. macconnelli; e o maior valor
de maxima interespecifica foi de 8,35% para A. guariba e A. palliata, ambos com valores
maiores que OT=1,1% (Tabela 6). A menor distancia média entre espécies foi entre 4.
nigerrima € A. macconnelli, com valor menor do que o OT (0,71% < 1,1%); e a maior

média entre espécies foi entre A. guariba e A. palliata (7,59%) (Tabela 7).

Tabela 6. Distancias genéticas (K2P) calculadas a partir do Cyt b representando as minimas e maximas
intraespecificas e interespecificas (%) do género Alouatta (Groves, 2001) com pelo menos duas sequéncias
disponiveis por espécie (n>2). Os valores em negrito indicam os valores intraespecificos maximos maiores
que 1,11% (OT) sugerindo diversidade criptica para essas espécies.

Cyth
Espécies Max. Intra. Min. Inter. Max. Inter.
A. belzebul 2,75% 2,92% 7,45%
A. caraya 1,28% 3,24% 7,24%
A. guariba 2,58% 2,92% 8,35%
A. macconnelli 0,32% 2,25% 7,45%
A. seniculus 4,07% 2,25% 7,24%
A. palliata 0,95% 4,44% 8,35%
A. pigra 0,16% 4,44% 8,34%
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Tabela 7. Média em porcentagem das distdncias genéticas (K2P) entre as espécies do género Alouatta
calculadas para o gene Cyt b seguindo Groves (2001). Os numeros em azul na diagonal superior
representam a estimativa do desvio padrdo. O valor em negrito indica distdncia genética interespecifica
abaixo de 1,11% (OT).

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 A belzebul - 0,85% 0,73% 0,83% 0,89% 0,79% 0,79% 1,02% 1,02%
2 A. caraya 4,60% - 0,86% 0,86% 0,91% 0,79% 0,80% 1,05% 1,08%
3 A guariba 4,30% 5,16% - 0,86% 0,89% 0,82% 0,90% 1,10% 1,10%
4 A. macconnelli 4.41% 4,49% 4,99% - 0,33% 0,70% 0,62% 1,11% 1,10%
5 A. nigerrima  471% 4,71% 4,90% 0,71% - 0,79% 0,67% 1,15% 1,15%
6 A. seniculus 4,81% 4,37% 5,32% 3,85% 4,32% - 0,64% 0,99% 1,04%
7 A sara 4,20% 3,89% 5,33% 2,50% 2,74% 3,16% - 1,08% 1,07%
8 A. palliata 6,67% 6,69% 7,59% 7,02% 7,30% 6,65% 6,73% - 0,88%
9 A.pigra 6,20% 6,73% 7,55% 7,07% 7,34% 6,86% 6,78% 4,72% -

A comparagdo entre maximas intraespecificas e minimas interespecificas dos
genes mitocondriais esta caracterizada no grafico dos quadrantes. A partir do uso de um
threshold estimado € possivel observar a presenca de quatro quadrantes (ver Figuras 10 e
11) que evidenciou as espécies nominais dentro de Alouatta situadas nos quadrantes I e
IT no grafico que representa diferentes categorias de espécies (Figuras 10 ¢ 11). O
quadrante I categoriza aquelas espécies em que ha concordancia dos dados moleculares
com atual taxonomia, os grupos no quadrante Il indicam provaveis complexos de espécies
ou espécies cripticas, ja o quadrante III sugere divergéncia recente, hibridagcdo e
sinonimias e, finalmente o quadrante IV pode ser interpretado como identificacao erronea
de espécime, em outras palavras, a identificagdo molecular ndo corresponde com a
taxonomia (Hebert, Stoeckle, et al., 2004a). Para o COI, o quadrante I inclui 4. caraya
apresentando distancia intraespecifica menor e interespecifica maior que 1,34%. No
quadrante 11, estdo A. belzebul, A. guariba e A. seniculus com distancias intraespecificas

maiores que 1,34%.

Para o Cyt b, no quadrante I estdo A. pigra, A. palliata e A. macconnelli com
distancia intraespecifica menor e interespecifica maior que 1,1%. No quadrante II, A4.
caraya, A. belzebul, A. guariba e A. seniculus com distancia intra e interespecifica
maiores que 1,1%. Nenhum grupo foi posicionado nos quadrantes III e IV para ambos os
marcadores moleculares. Para ambos os genes mitocondriais as espécies 4. belzebul, A.
guariba e A. seniculus estdo representadas no quadrante II, o que sinaliza a presenca de

espécies cripticas. Os calculos de distancia genética para o COI e Cyt b seguindo Groves
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(2001) sugerem que A. seniculus, A. guariba e A. belzebul constituem complexos de
espécies (Figura 10 e 11) e esses resultados concordam com as MOTUs consenso que
apontam pelo menos duas MOTUs dentro de cada complexo (Tabela 14, Material

Suplementar S5).

Os valores de distancias médias e maximas intraespecificas maiores que os valores
OT (1,11% e 1,34%) para as espécies A. belzebul, A. guariba e A. seniculus somado a
representacao das espécies situadas no Il quadrante para ambos os genes mitocondriais
sugerem que esses grupos potencialmente constituem espécies cripticas ou complexos de

espécies.
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Figura 10. Grafico dos quadrantes baseado no gene COI comparando as mdéximas distancias
intraespecificas ¢ minimas interespecifica de quatro espécies de Alouatta vélidas de acordo com Groves
(2001). O otimo threshold adotado foi de 1,34% de. Os pontos distribuidos no gréfico representam as
espécies. No quadrante I estdo as espécies A. caraya (amarelo). No quadrante II estdo situadas as demais
espécies, A. belzebul (azul), A. guariba (verde) e A. seniculus (laranja). Os quatro quadrantes indicados
representam: (I) a identificagdo molecular é concordante com a taxonomia; (II) ha possiveis complexos de
espécies ou espécies cripticas; (III) casos de sinonimias, hibridacdo ou espécies que divergiram
recentemente e (IV) identificagdo molecular ndo corresponde com a taxonomia
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Figura 11. Gréafico dos quadrantes baseado no gene Cyt b comparando as maximas distancia
intraespecificas e minimas interespecifica de quatro espécies de Alouatta validas de acordo com Groves
(2001). O otimo threshold adota foi de 1,1%. Os pontos distribuidos no grafico representam as espécies.
No quadrante I estdo as espécies 4. macconnelli (marrom), A. pigra (rosa) e A. palliata (vermelho). No
quadrante II estdo situadas as demais espécies 4. caraya (amarelo), A. belzebul (azul), A. guariba (verde)
e A. seniculus (laranja). Os quatro quadrantes indicados representam: (I) a identificagdo molecular ¢é
concordante com a taxonomia; (II) ha possiveis complexos de espécies ou espécies cripticas; (III) casos de
sinonimias, hibridacdo ou espécies que divergiram recentemente e (IV) identificagdo molecular ndo
corresponde com a taxonomia.

4.6. Calculo das distancias genéticas seguindo as MOTUs consenso

As distancias genéticas K2P médias intraespecificas e interespecificas do COI e
Cyt b foram calculadas seguindo as MOTUs consenso. As distancias médias
intraespecificas para todas as MOTUs consenso foram menores do que o OT de 1,34% e
1,11% sugerido para o COI e Cyt b, respectivamente (Tabela 8).

As distancias médias interespecificas comparando as diferentes MOTUs consenso
foram maiores que o OT sugerido (1,34% e 1,11%), exceto entre as MOTU-guariba 2 e

MOTU-guariba 1 (0,9% < 1,34%) para o COI (Tabela 9 e 10).
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Tabela 8. Média das distancias genéticas (K2P) intraespecificas (% =+ desvio padrdo) dos genes
mitocondriais Cyt b e COI para as MOTUs consenso recuperadas para o género Alouatta com pelo menos
duas sequéncias disponiveis por espécie (n > 2).

MOTUs consenso Cytb COI

belzebul 1 0,54% +0,2% (n=32) 0,12%  +0,07% (n=20)
belzebul 2 0,50% +0,1% (n=115) 0,41%  +0,17% (n=21)
caraya 0,31% +0,1% (n=62) 0,19% +0,1% (n=21)
guariba 1 0,19% +0,1% (n=17) 0,84%  +0,39% (n=2)
guariba 2 0,31% +0,1% (n=34) 0,04%  +0,04% (n=8)
guariba 3 0,28% +0,1% (n=33) 0,67% +0,33% (n=2)
macconnelli 0,38% +0,2% (n=5) - - (n=1)
seniculus 1 0,09% +0,1% (n=5) 0,17%  +0,04% (n=5)
seniculus 2 0,29% +0,2% (n=23) 0,07%  +0,12% (n=18)
palliata 0,50% +0,2% (n=6)

pigra 0,16% +0,2% (n=2)

Tabela 9. Média em porcentagem das distancias genéticas (K2P) interespecificas calculadas para o gene
COI seguindo as MOTUs consenso identificadas para o género 4louatta. Os numeros em azul na diagonal
superior representam a estimativa do desvio padrao (%).

MOTUs 1 2 3 4 5 6 8 9
1 belzebul 2 - 0,6% 1,0% 09% 09% 1,0% 09% 1,0% 1,0%
2 belzebul 1 2,2% - 1,0% 09% 0,8% 09% 09% 1,0 1,0%
3 caraya 5,8%  5,7% - 09% 1,0% 09% 09% 09% 1,0%
4 guariba 1 51% 4,5% 4,7% - 03% 0,5% 09% 09% 1,0%
5 guariba 2 51% 4,1% 54% 0,9% - 0,6% 09% 1,0 1,0%
6 guariba 3 58% 4,7% 45% 1,7% 2,4% - 1,0% 1,0% 1,1%
7 macconnelli 49% 50% 45% 51% 49% 5,6% - 0,9% 0,8%
8 seniculus 2 54% 59% 39% 55% 57% 62% 44% - 0,9%
9 seniculus 1 6,3% 62% 52% 62% 57% 69% 38% 4,3% -

Tabela 10. Média em porcentagem das distancias genéticas (K2P) interespecificas calculadas para o gene
Cyt b seguindo MOTUs consenso identificadas para o género Alouatta. Os numeros em azul na diagonal
superior representam a estimativa do desvio padréo (%).

MOTUs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 belzebul 2 - 0,4% 09% 0,8% 0,8% 0,8% 0,8% 09% 0,8% 1,1% 1,0%
2 belzebul 1 1,L7% - 0,8% 0,8% 0.8% 0,7% 0,8% 0.8% 0,.8% 1,1% 1,0%
3 caraya 4,7% 42% - 0,9% 09% 09% 09% 09% 0,8% 1,1% 1,1%
4 guariba 1 4,4% 42% 52% - 0,5% 0,5% 0,9% 1,0% 09% 1,2% 1,1%
5 guariba 2 4,8% 4,6% 55% 1,6% - 0,5% 09% 1,0% 09% 12% 1.2%
6 guariba 3 39% 3,7% 48% 15% 18% - 0,9% 0,9% 09% 1,1% 1,1%
7 macconnelli 4,5% 4,4% 45% 5,0% 54% 4,6% - 0,8% 0,6% 1,1% 1,1%
8 seniculus 2 5,1% 4,5% 4,5% 58% 55% 5,0% 43% - 0,8% 1,0% 1,1%
9 seniculus 1 4,1% 4,1% 3.8% 54% 55% 49% 2,5% 3,7% - 1,0% 1,0%
10 palliata 6,7% 6,5% 6,7% 7.8% 79% 73% 7,1% 6,6% 6,6% - 0,9%
11 pigra 6,4% 5,6% 6,7% 72% 8,0% 72% 7,1% 69% 6,7% 4,7% -
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5. @CUSSAO

Apesar dos resultados relativos ao nuimero de MOTUs identificadas terem variado
entre os métodos de delimitacdo aqui empregados (Figura 6, 10 e Tabela 14, Material
Suplementar S5), a congruéncia entre as abordagens baseadas em distancia e em
filogenética-coalescéncia, respaldada no reconhecimento das espécies validas pela
taxonomia classica, para o conjunto de dados gerados no presente estudo, sugere, a
presenga de 12 MOTUs dentro do género Alouatta (Figura 5 e 6). Este nimero nao
corresponde ao numero de espécies de Alouatta sugerido por Groves (2001), que relata
seis espécies na América do Sul e Mesoamérica; mas se assemelha a revisao realizada por
Gregorin (2006), que sugere 10 espécies ocorrendo no Brasil e por Cortés-Ortiz e
colaboradores (2015), que aponta 12 espécies mesoamericanas € sul-americanas,
considerando A. nigerrima como distinta de 4. macconnelli. No nosso estudo nos
identificamos duas MOTUs para as espécies da Mesoamérica e dez MOTUs para as que
ocorrem no Brasil, sendo que o conjunto de dados utilizado nas andlises do Cyt b incluiu
todos os taxons descritos por Gregorin (2006), provenientes de diversas localidades do
Brasil, correspondendo a maior amostragem utilizada at¢é o momento para investigar

diversidade de taxons no género Alouatta.

5.1. Bugios da Mesoamérica

Groves (2001) e Rylands e colaboradores (2006) reconheceram trés espécies de
bugios que ocorrem na Mesoamérica: A. pigra, A. palliata e A. coibensis. Os autores
basearam suas decisoes nos estudos de Frohelich e Frohelich (1987), que descreveram
os bugios da ilha de Coiba e da Peninsula Azuero do Panamé como A. coibensis, ¢
incluiram a forma trabeata como subespécie (4. coibiensis trabeata), distinguindo-a de
A. pigra e A. palliata. Groves (2001) descreveu os padroes diagnosticos de coloracao
da pelagem dessas trés espécies, ressaltando que A. pigra apresenta as regides das
bochechas, ombro e parte anterior do dorso na cor marrom; A. palliata apresenta
pelagem preta com pelos longos castanhos ou dourados nos flancos (regido entre as
costelas e quadril); e 4. coibensis apresenta pelagem escura variando do marrom ao
avermelhado, com os pelos do dorso longos com pontas claras e dimorfismo sexual

evidente, no qual os machos sdo maiores que as fémeas.
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No entanto, Cortés-Ortiz e colaboradores (2015) sugeriram a existéncia de
apenas duas espécies mesoamericanas, sendo elas 4. pigra e A. palliata, e reconheceram
a existéncia de cinco subespécies de A. palliata (A. p. mexicana, A. p. palliata, A. p.
coibensis, A. p. trabeata e A. p. aequatorialis). Suas decisdes foram baseadas em
analises filogenéticas com marcadores mitocondriais (Cyt b, ATP6 ¢ ATP8) que
incluiram representantes de A. pigra, A. palliata e suas subespécies, as quais
encontraram que A. coibensis constitui o0 mesmo clado de A. palliata (Cortés-Ortiz et
al., 2003). Posteriormente, Ruiz-Garcia e colaboradores (2017) empregaram abordagens
filogenéticas de maxima verossimilhanga e bayesiana analisando um conjunto de seis
genes mitocondriais (COI, COIIL, Cyt b, ND4, ND5, ND6) em 124 individuos dos
seguintes taxons: A. p. palliata, A. p. mexicana, A. p. aequatorialis, A. pigra, A. c.
coibensis e A. c. trabeata. Os autores também nao encontraram evidéncias para elevar
A. coibensis ao nivel de espécie, mas assumiram A. pigra € A. palliata como espécies
validas; consideraram apenas A. p. palliata € A. p. mexicana como subespécies.
Adicionalmente, a descri¢do do cariotipo ressalta a diferenca entre A. pigra (2n=58 e
X1X1X2X2/X1X2Y1Y2 - México) e representantes de 4. palliata provenientes de diversos
paises da América Central e do Sul (Guatemala, Panama, Colombia e México) que
apresentaram numero diploide (2n) variando entre 54-56 (9) e 53-56 (&) e sistemas
sexuais diversos (XX/XY — bugios da Colombia e Guatemala; Xi1Xi1XoXo/X1X2Y —
bugios do Panamé e México) (Armada et al., 1987; Mudry et al., 2015; Steinberg et al.,
2008).

Nossas analises de delimitagdo de espécies para o gene Cyt b de fato
evidenciaram apenas duas MOTUs consenso para as espécies mesoamericanas, as quais
foram aqui denominadas MOTU-pigra (4. pigra) e MOTU-palliata (4. p. palliata, A. p.
mexicana, A. p. trabeata, A. p. aequatorialis e A. p. coibensis) (Figura 6 e 10).
Entretanto, duas (bPTP e GMYC) das cinco analises realizadas, subdividiram a MOTU-
palliata em dois clados, separando A. p. trabeata e A. p. aequatorialis dos demais
individuos de A. palliata. E preciso ressaltar, no entanto, que estes taxons foram sub-
amostrados em nosso conjunto de dados, fato este que pode resultar em falsos
agrupamentos ou subdivisoes nas analises do DNA barcoding (Meyer & Paulay, 2005;
Wiemers & Fiedler, 2007). Portanto, neste estudo nds reconhecemos como espécies
apenas a A. pigra (MOTU-pigra) e A. palliata (MOTU-palliata), concordando com a

proposta taxonomica de Cortés-Ortiz e colaboradores (2015).
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5.2. Bugios da América do Sul, com énfase nos taxons que ocorrem no Brasil

5.2.1. Espécie A. caraya, os bugios do Cerrado

Alouatta caraya ¢é a espécie que apresenta a maior area de distribui¢ao geografica
dentre as espécies do género, ocorrendo no Brasil e em outros paises da América do Sul
(ao norte da Argentina, Paraguai e Bolivia) (Figura 12). Groves (2001), Gregorin (2006)
e Cortés-Ortiz et al. (2015) reconhecem A. caraya como uma espécie valida, sem
subespécies, que apresenta um dicromatismo sexual, no qual os machos, em sua maioria,
possuem pelagem preta e as fémeas exibem uma coloragdo castanho-amarelada ou rajada
(Groves, 2001; Gregorin, 2006). Diferencas no padrao de coloracdo da pelagem e na
morfologia do aparato 6sseo hioide de machos (auséncia de tentorio), distinguem o bugio
do Cerrado de outras espécies de bugios (ver Hershkovitz 1949; Gregorin 2006). Anélises
de haplotipos mitocondriais (D-loop e Cyt b) evidenciaram um padrio filogeografico
indicando estruturagcdo em populacdes alopatricas de A. caraya, separando os bugios que
ocorrem no Brasil dos da Argentina e dos da Bolivia (Ascunce et al., 2007; Nascimento
et al., 2005), fato que pode sugerir a possivel existéncia de subespécies neste tdxon. Ha
descrigdes do caridtipo apenas para as espécimes da Argentina de 4. caraya que
apresentam o mesmo numero diploide (2n=52) e sistema cromossomico sexual XX/XY,

ou sexual multiplo do tipo X X1 XoXo/X1XoY1Y2 (Mudry et al., 2015).

Os nossos resultados evidenciaram, porém, apenas uma MOTU consenso para A.
caraya (MOTU-caraya) (Figura 5 e 6), concordando com as propostas de Groves (2001),
Gregorin (2006) e Cortés-Ortiz et al. (2015). Destacamos que, todas as analises do COI
recuperaram uma unica MOTU (Figura 6), mas as analises bPTP e GMYC do gene Cyt b
superestimaram a diversidade neste tdxon, porém, elas ndo indicam um padrdo geografico
separando espécimes de A. caraya que ocorrem no Brasil dos que ocorrem em outros
paises da América do Sul (ver Figura 9). Nossa amostragem abrangeu principalmente a
area de distribuicdo geografica dos espécimes analisados por Gregorin (2006), que se
concentra no bioma Cerrado (Figura 12), mas incluiu também representantes de diversas
localidades do Brasil (Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Sao Paulo, Tocantins, Piaui) e
de outros paises da América do Sul (Bolivia e Argentina). Portanto, nossos achados

indicam que a MOTU-caraya potencialmente corresponde a espécie valida A. caraya.
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Figura 12. Mapa da distribuicdo geografica de Alouatta caraya, baseado nos dados disponiveis na [UCN.
Os triangulos representam a localidade dos espécimes analisadas por Gregorin (2006). Os circulos e
losangulos correspondem aos espécimens analisados no presente estudo que compreendem a MOTU-

5.2.2. Complexo de espécies A. seniculus, os bugios da Amazonia Ocidental

O complexo de espécies A. semiculus, inicialmente incluia nove subespécies,
sendo elas: 4. s. seniculus, A. s. arctoidea, A. s. stramineus, A. s. insulanus, A. s.
amazonica, A. s. macconnelli, A. s. juara, A. s. puruensis e A. s. sara (Hill, 1962). Groves
(2001) reconheceu trés destes tdxons como espécies validas (4. seniculus, A. macconnelli
e A. sara) com base no padrdo de coloragdo da pelagem e dados cariotipicos, mantendo
A. s. arctoidea, A. s. juara e A. s. puruensis como taxons infraespecificos de A. seniculus.
Groves (2001) descreve A. s. seniculus como um bugio com corpo vermelho-dourado,
cabega (incluindo barba), ombros, membros e parte proximal da cauda marrons e flancos
inferiores com uma linha marrom. Ja 4. sara foi descrita como sendo um bugio de cor
vermelho-tijolo, exibindo membros, cabega e parte proximal da cauda ligeiramente mais
escuras e ruivas. Além disso, dados citogenéticos apontam diferencgas no nimero diploide
e sistema cromossdmico sexual entre espécimes da Colombia de A. seniculus (2n=43-45,

XX/XY) e espécimes da Bolivia de 4. sara (2n=46-51, X1X1XoX2/X1X2Y ou X1X2Y1Y2)
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(Mudry et al., 2015). Posteriormente, Gregorin (2006) elevou A. s. juara e A. s. puruensis
ao nivel de espécie, baseando-se em medidas craniais, na morfologia do osso hioide e no
padrdo de coloracdo da pelagem. Para A. s. juara, o autor descreveu um padrdo de
coloragao marrom-avermelhado escuro, com regiao do manto e terco final da cauda com
coloragdo dourada. Ja para A. s. puruensis foi usado o carater diagnostico de
dicromatismo sexual, com machos ruivos escuros com dorso vermelho-mogno e fémeas
laranja-douradas com porg¢des distais dos membros, cauda e barba ruivo escuro. Apesar
de Gregorin (2006) ter reconhecido estas espécies como validas, o autor comenta que a
revisdo taxondmica comparativa entre espécimes de A. s. juara e A. s. seniculus foi
limitada em seu estudo, pois analisou parcialmente espécimes que ocorrem em outros
paises da América do Sul, que ndo o Brasil. Além disso, dados cariotipicos estdo
disponiveis para um Unico espécime de Tefé, Amazonas (AM) em que a localidade
coincide com a area de distribuicdo geografica de 4. s. juara e nao houve diferencas
relevantes quando comparado com os sistemas cromossomicos de 4. s. semiculus
(Bonvicino et al., 1995; Lima & Seuanez, 1991; Yunis et al., 1976). Adicionalmente, ndo
ha dados citogenéticos descrevendo o cariotipo de 4. s. puruensis para fins de comparagao
com outros taxons. Finalmente, Cortés-Ortiz e colaboradores (2015) reconhecem 4. sara
e A. seniculus como espécies validas incluindo como subespécies A. s. juara e A. s.
puruensis devido a auséncia de informagdes genético-moleculares suficientes para

sustentar a decisdo de Gregorin (2006).

O taxon descrito como A. s. seniculus ocorre na Colombia, na Amazonia brasileira
(norte do rio Solimdes e sul do rio Negro), noroeste da Venezuela, leste do Equador e
leste do Peru, ocorrendo em simpatria com 4. s. juara que ocorre apenas na porgao
ocidental da Amazdnia brasileira (rio Jurua), nos estados do Acre (AC) e Amazonas (AM)
(sul do rio Solimdes e oeste do rio Purus) e se estende at¢ o Peru, com os limites de
alcance geografico ainda nao descritos (Figura 13) (Cortés-Ortiz et al., 2015). Em relagao
a A. s. puruensis, sua distribui¢cdo se da ao longo de ambas as margens do rio Purus, até o
baixo rio Madeira e médio rio Aripuana, estendendo-se para leste até o rio Teles Pires e
a localidade mais ao sul descrita para a espécie ¢ Placido de Castro no Acre (AC), Brasil
(Figura 13) (Cortés-Ortiz et al., 2015). J& A. sara ocorre do sul da Cordilheira dos Andes,
ao leste da Bolivia (Cortés-Ortiz et al., 2015) (Figura 13).
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ra 13. Mapa da distribuicdo geografica estimada pela a IUCN para A. macconnelli (marrom), A.
: ulus sobrepondo a A. juara (laranja escuro), A. puruensis (laranja claro) e A. sara (rosa). Os triangulos
representam a localidade das espécimes analisadas por Gregorin (2006). O losango representa os dados
obtidos do GenBank. Os circulos representam os novos dados gerados para MOTU-macconnelli (marrom),
MOTU-seniculus 1 (laranja claro), MOTU-seniculus 2 (laranja escuro).

Como ja mencionado, Groves (2001) validou 4. sara como espécie, ¢ analises
filogenéticas posteriores, baseadas em dados de mtDNA, mostraram que de fato 4. sara
e A. seniculus sdo espécies distintas que divergiram hé aproximadamente 2,4 MA (Cortés-
Ortiz et al., 2003). Adicionalmente, Ruiz-Garcia e colaboradores (2016), empregando
analises filogenéticas bayesianas e de méxima verossimilhanga de genes mitocondriais
(COI, COIllI e Cyt b) para os bugios que ocorrem no Peru, também indicaram 4. sara como
espécie distinta de A. semiculus. Ademais, os autores também incluiram possiveis
representantes de 4. s. puruensis e A. s. juara, identificados com base na localidade de
coleta, e ndo encontram evidéncias para elevar esses taxons em nivel de espécie, pois
estes foram recuperados no clado A. seniculus. Portanto, o reconhecimento de A. sara
como uma espécie distinta de A. semiculus foi fortemente suportado por dados
morfoldgicos, citogenéticos, moleculares, mas ainda ndo havia evidéncias genéticas-

moleculares para suportar A. s. puruensis € A. s. juara como espécies validas.
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Nossas analises de delimitagdo de espécies recuperaram duas MOTUs consenso
para o complexo A. seniculus: a MOTU-seniculus 1, que incluiu todos os individuos
identificados como A. s. puruensis e um representante obtido no banco de dados de 4.
sara (Bolivia) e de A. seniculus (Peru) (ver Figura 5, 6 ¢ 9) e a MOTU-seniculus 2, que
agrupou espécimes identificados como A. seniculus e A. s. juara, provenientes,
majoritariamente, da por¢ao ocidental da Amazonia brasileira, ao norte do rio Solimdes
(Figura 13). E preciso, porém, ressaltar que A. s. juara apresentou um arranjo parafilético
nos clados recuperados para ambos os genes COI e Cyt b (Figura 6 ¢ 9). Além disso, as
analises do gene Cyt b incluiram apenas um individuo da localidade-tipo de A. seniculus
(Colombia) no clado MOTU-seniculus 2 (Figura 9). Diante do exposto, primeiramente,
noés sugerimos que a MOTU-seniculus 2 pode corresponder a espécie nominal A.
seniculus, incluindo A. s. juara, concordando com as propostas de Groves (2001) e
Cortés-Ortiz et al. (2015).

Nossos resultados também evidenciaram a MOTU-seniculus 2, como uma
linhagem evolutiva distinta da MOTU-seniculus 1 (4. sara, A. seniculus e A. s. puruensis
e A. sara) (Figura 9). Visto que A. sara @rre no Peru e ja foi considerado taxon
infraespecifico de 4. seniculus (Groves, 2001; Ruiz-Garcia et al., 2016), € possivel que o
representante de A. seniculus incluido nessa MOTU seja na realidade 4. sara. Além disso,
nossas andlises filogenéticas bayesianas ndo recuperaram altos valores de suporte
(PP>0,9) dentro no clado recuperado como MOTU-seniculus 1 que poderia sugerir
linhagens evolutivas distintas entre 4. sara e os demais individuos analisados (Figura 9).
Entretanto, o tdxon A. sara estd subamostrado em nosso conjunto de dados (n=1), por
1sso, ndés optamos por sermos mais conservativos € nao sugerir que 4. sara de fato
constitui a mesma unidade taxondmica de 4. s. puruensis. No entanto, nos destacamos
aqui a importancia em incluir mais representantes desses taxons em estudos moleculares
subsequentes para obter resolucdes mais confidveis em relagdo ao status desse tdxon.

Além disso, ¢ preciso ressaltar que A. sara foi descrita por Elliot em 1910 e,
posteriormente, A. puruensis por Lonnberg em 1941, e que seguindo as regras do Codigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica, o nome A. sara teria prioridade sobre o nome
A. puruensis. Diante do exposto, nossos resultados recuperaram que a MOTU-seniculus
1 potencialmente corresponde a espécie valida 4. sara, incluindo o taxon infraespecifico
A. s. puruensis. Por fim, nds sugerimos que os taxonomistas avaliem a possibilidade de
A. s. puruensis na realidade ser sinonimizado ou constituir taxon infraespecifico de A.

sara ao inveés de 4. seniculus.
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5.2.3. Espécies A. macconnelli e A. nigerrima, os bugios da Amazonia centro-
oriental

Bonvicino e colaboradores (1995) elevaram ao nivel de espécie A. stramineus e
A. macconnelli com base em dados de medidas craniais, e apoiados em dados
citogenéticos. Os autores sugeriram que ha duas espécies de bugios que ocorrem na
margem norte do rio Amazonas no Brasil: 4. stramineus, que ocorre do rio Negro até a
margem oeste do rio Trombetas ou Erepecurt no Amazonas; e A. macconnelli, que ocorre
da margem leste do rio Erepecuru até a costa do Amapa. Posteriormente, Groves (2001)
reconheceu apenas A. macconnelli, baseando sua decisdao no padrao de coloracdo da
pelagem, em diferencas de medidas craniais (Bonvicino et al., 1995) e em dados
cromossomicos (2n=47-49) (Lima & Seuanez, 1991). O autor sugeriu que essa espécie
ocorre por todo o Escudo das Guianas, incluindo Guiana Francesa, Suriname, Guiana, sul
da Venezuela (sul do rio Orinoco) e norte do Brasil (desde a costa do estado do Amapa
até as margens orientais dos rios Negro e Branco, incluindo a ilha de Gurupé no delta do

Amazonas) (Figura 13).

Gregorin (2006) também reconheceu apenas 4. macconnelli como Unica espécie
valida para o Escudo das Guianas, baseando-se no padrdo de coloracdo da pelagem, na
morfometria de espécimes amostrados no Brasil e em dados citogenéticos. O autor
descreveu trés padrdes de coloragao da pelagem para os espécimes que ocorrem na regiao
descrita para 4. stramineus e A. macconnelli por Bonvicino e colaboradores (1995), e
demonstrou que a variabilidade de cor da pelagem nao apresenta um padrdo geografico
associado. Adicionalmente, suas andlises de componentes principais das medidas morfo-
craniais, ¢ de morfologia do osso hioide, também nao suportaram o reconhecimento de
dois taxons para estas regides do Brasil. Além disso, comparagdes entre espécimes
brasileiros ¢ do resto do Escudo das Guianas (Guiana Francesa, Suriname e sul da
Venezuela) evidenciaram que o padrdo de coloracdo da pelagem encontrado para
exemplares do Brasil estdo presentes também nas demais localidades, sugerindo a
existéncia de uma tnica espécie para o Escudo da Guianas. No entanto, um quarto padrao
de coloracdo da pelagem para 4. macconnelli foi registrado por Gregorin (2006) em
exemplares restritos a localidade de Itapiranga (Amazonas), os quais apresentaram
regides com coloragdo da pelagem negra na cabeca, membros, cauda e partes do dorso.

O autor (2006) ressaltou que a regiao estudada pode se constituir um ponto de hibridagao
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com A. nigerrima ou que outros fatores relativos a adaptacdes locais poderiam estar

envolvidos com esta variacao de fenotipo.

Apesar de A. nigerrima ter sido inicialmente classificada como subespécie do
complexo A. belzebul, devido ao seu padrido de coloracdo da pelagem (Hill, 1962;
Bonvicino et al., 1989), Groves (2001) e Gregorin (2006) reconheceram A. nigerrima
como uma espécie valida. Gregorin (2006) analisou uma ampla gama de espécimes de
diversas localidades, descrevendo um padrao de coloragdo de pelagem preta
diagnosticavel e invariavel para a maioria destes exemplares, além de uma morfologia do
0sso hioide que distinguiu esse taxon dos demais bugios brasileiros. Além disso, Gregorin
(2006) indicou, com base no caridtipo (2n=50, XX - Armada et al., 1987) e em dados
morfo-craniais ¢ do osso hioide, que essa espécie estd mais relacionada com A.
macconnelli do que com A. belzebul. Andlises filogenéticas posteriores utilizando o
marcador mitocondrial Cyt b também sugerem A. nigerrima como linhagem distinta e
irma de 4. macconnelli (Bonvicino et al., 2001; Nascimento et al., 2005; Viana et al.,

2015).

Nossos dados de fato recuperaram uma MOTU consenso (MOTU-macconnelli)
que incluiu todos os espécimes identificados como A. macconnelli (ver Figura 5 ¢ 9). A
MOTU-macconnelli recuperada para o gene Cyt b (n=4) incluiu individuos provenientes
do estado do Amazonas no Brasil e da Guiana Francesa, ndo suportando a hipdtese de
existéncia de dois taxons (Figura 9 e 13). Além do mais, nenhum individuo reconhecido
como A. seniculus, pertencente 8 MOTU-seniculus 2 foi agrupado na MOTU-macconnelli
conforme esperado. Nossos achados, portanto, sdo congruentes com analises filogenéticas
prévias para os genes mitocondriais (Cyt b, ATP6, ATPS, COI, COII, ND4, NDS5, ND6)
que distinguiram A. seniculus e A. sara de A. macconnelli (Cortés-Ortiz et al., 2003; Ruiz-
Garcia et al., 2017) e com as revisdo taxonomica de Gregorin (2006) e com as propostas
de Groves (2001) e Cortés-Ortiz et al. (2015), que assumem 4. macconnelli como espécie

valida e distinta de 4. seniculus.

Em relagdo a A. nigerrima, recuperamos uma MOTU consenso que a incluiu na
MOTU-macconnelli (Figura 5 e 9). Entretanto, duas abordagens de delimitacao, baseadas
em filogenética e coalescéncia (bPTP e GMYC), recuperaram este taxon em uma MOTU
distinta da MOTU-macconnelli, com alto valor de suporte (P>0.9). Portanto, auséncia de
dados COI e o fato de 4. nigerrima estar subamostrada (n=1) no nosso estudo limita o
nosso poder de inferir sobre o status desse taxon, baseado na abordagem de MOTU-
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consenso. A despeito disso, ¢ importante ressaltar que as revisoes taxondmicas descrevem
caracteres diagndsticos evidentes que consideram A. nigerrima como espécie valida, com
distribuicdo alopatrica a de 4. macconnelli (Groves, 2001; Gregorin, 20006).
Adicionalmente, estudos moleculares também recuperaram A. nigerrima como espécie
distinta das demais do género Alouatta (Bonvicino et al., 2001; Nascimento et al., 2005;
Viana et al., 2015). Portanto, nés ndo consideramos os dados de distancia que agruparam
A. nigerrima na MOTU consenso de 4. macconnelli, e consideramos A. nigerrima como
espécie valida e distinta de 4. macconnelli, com base nos dados obtidos para as analises
filogenéticas e de coalescéncia e na possibilidade de eventual viés na abordagem de
distancia genética (Meyer & Paulay, 2005; Wiemers & Fiedler, 2007), dada a amostragem
reduzida e divergéncia recente entre os taxons considerados (~0.65 milhdes de anos -
Nascimento et al., 2005). Ressaltamos, porém, que ¢ fundamental aumentar o numero de
individuos para A. nigerrima em futuros estudos genéticos, além de ampliar o nimero de

marcadores moleculares empregados.

5.2.4. Complexo de espécies A. belzebul, bugios do norte-nordeste do Brasil

A revisdo taxondmica de Hill (1962) descreveu cinco subespécies para o
complexo A. belzebul (A. b. belzebul, A. b. discolor, A. b. ululata, A. b. mexianae e A. b.
nigerrima). Bonvicino e colaboradores (1989), porém, analisaram cinco morfotipos para
o padrdo de coloragdo da pelagem e reconheceram quatro subespécies (4. b. belzebul, A.
b. discolor, A. b. ululata ¢ A. b. nigerrima), indicando um padrao de distribui¢ao
geografica ao norte e nordeste do Brasil. Posteriormente, Groves (2001) propds 4.
belzebul como uma espécie valida, mas ndo reconheceu as subespécies. Suas decisdes
foram tomadas considerando a cor da pelagem e dados do caridtipo que apontam niimero
diploide 2n= 50 para fémeas e 2n= 49 para machos e a existéncia de sistema
cromossdmico sexual multiplo do tipo X1 X1 XoXo/X1XoY (Armada et al., 1987).

Diferencas evidentes no padrao de coloracdo da pelagem, e em caracteres morfo-
craniais e do aparato 6sseo hioide foram utilizadas por Gregorin (2006) para admitir as
trés espécies, sendo elas A. belzebul, A. discolor e A. ululata. O autor descreveu A.
belzebul como parte consideravel dos espécimes analisados com coloragdo da pelagem
toda negra, com maos, pés e ter¢o apical da cauda com variagdo do ruivo ao castanho-
avermelhado, osso hioide com tentorio retangular, abertura ovalada e sulco lateral
presente; e ocorréncia na Floresta Amazonica (estados do Amapa, Pard, Maranhao) e na

Mata Atlantica nordestina nos estados do Piaui, Pernambuco, Paraiba, Alagoas, ¢ Rio
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Grande do Norte (Figura 15). Por outro lado, 4. discolor foi diferenciado de 4. belzebul
por possuir uma faixa dorsal ampla que vai da cabeca até a regido lombar, de coloracao
ruiva a castanho-avermelhada, osso hioide em formato ovalado, abertura larga e tentorio
reduzido; e ocorrer ao sul do rio Amazonas, da margem esquerda do rio Tapajos até o
baixo rio Tocantins (Figura 15). Por fim, a descricdo de A. ululata se baseou em
diferengas relacionadas ao dicromatismo sexual e ao menor tamanho de algumas regides
do cranio, além de sua distribui¢do geografica que coincide com a vegetacao de transi¢ao
entre a Floresta Amazonia e Mata Atlantica, ocorrendo nos estados do Maranhdao, Piaui e
Ceara (Figura 15). No entanto, o autor sugeriu para confirmar se este tdxon ¢ na realidade
uma variagdo de A. belzebul ou para confirmar sua validagdo, estudos mais aprofundados
de variacdo morfologica, citogenética e dados ecoldgicos deveriam ser realizados.
Finalmente, a revisao bibliografica de Cortés-Ortiz e colaboradores (2015) considera as
espécies reconhecidas por Gregorin (2006), mas reafirmam a necessidade de dados

genético-moleculares para confirmacao das espécies A. discolor e A. ululata.

Biome
Caatinga
Cerrado
Mata Atlantica
Amazénia

MOTU
[ beizebul 1
W beizebu! 2

{ Genbank data (Cyt b)
O This study

Gregorin {(2006)
A Alouatta belzebul
A Alouatta discolor
A Alouatta ulufata

Figura 14. Mapa da distribui¢do geografica do complexo A. belzebul (belzebul, discolor, ululata) nos
diferentes biomas brasileiros (Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado ¢ Amazonia). Os tridngulos representam
a localidade das espécimes analisadas por Gregorin (2006), azul escuro sdo as espécimes descritas como A.
belzebul, azul claro A. discolor e acinzentado A. ululata. Os losangos sdo as sequéncias dos diferentes
taxons obtidas no banco de dados GenBank. Os circulos na cor azul claro representam a MOTU-belzebul
1 e em azul escuro MOTU-belzebul 2.
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No caso do complexo A. belzebul, nao ha evidéncias de subdivisao populacional
entre as populagdes que ocorrem na Floresta Amazonica e as que ocorrem na Mata
Atlantica nordestina (Nascimento et al., 2005; 2008), sendo esse padrdo de auséncia de
diferenciagdo atribuido a conexdo existente entre ambos os biomas no passado.
Adicionalmente, Viana et al. (2015) realizaram andlises filogenéticas e populacionais
para representantes dos taxons A. b. belzebul e A. b. ululata e, ndo encontraram
estruturacdo populacional ou evidéncias suficientes para conclusdes taxondmicas. Por
fim, Povill e colaboradores (2022) reportam evidéncias genéticas para elevar 4. b.
discolor ao nivel de espécie, sem diferenciar, porém, 4. b. belzebul e A. b. ululata. No
entanto, as descri¢des do cariotipo para o complexo A. belzebul tém sugerido um
similaridades entre os tdxons (4. b. ululata e A. belzebul) que apresentaram o mesmo
numero diploide: 2n=49 para os machos (Armada et al., 1987; Villalobos et al., 2004), e
2n=50 entre fémeas de A. b. discolor e A. belzebul (Povill et al., 2022; Armada et al.,
1987).

No nosso estudo, as andlises de delimitacdo de espécies para o Cyt b e COI
recuperaram apenas duas MOTUs consenso para o complexo A. belzebul (MOTU-
belzebul 1 e MOTU-belzebul 2) (Figura 5, 6 e 8). Nos encontramos clados que distinguem
os individuos que ocorrem na margem esquerda do rio Xingu (PA) (MOTU-belzebul 1)
dos que ocorrem na margem direita rio Xingu (MOTU-belzebul 2), o qual inclui também
A. b. ululata e as populacdes da Mata Atlantica nordestina (Figura 8 e 15). Estes achados
corroboram aqueles encontrados por Povill e colaboradores (2022), que forneceram
evidéncias genéticas para elevar A. b. discolor ao nivel de espécie, mas que ndo
suportaram a validade de A. ululata mantendo-a como subespécie de 4. belzebul.

Adicionalmente, as analises bPTP e GMYC para o COI indicaram uma subdivisao
da MOTU-belzebul 2, a qual evidenciou um padrao geografico separando 4. b. ululata e
os espécimes que ocorrem na Mata Atlantica, na regido leste do Para, nas proximidades
do rio Itacaitinas, afluente do rio Tocantins, dos demais espécimes que ocorrem na regiao
oeste do Para (Figura 6). Contudo, apenas o COI apresentou resultados, sugerindo uma
possivel subdivisdo entre individuos Amazonicos e aqueles que ocorrem na Caatinga e
na Mata Atlantica. Desta forma, sugerimos que estudos futuros incluam abordagens que
possam esclarecer se tal subdivisdo se deve a questdes relacionadas ao sinal filogenético
do marcador utilizado (Andrews & Easteal, 2000; Saccone et al., 1999) e/ou possiveis

evidéncias de subdivisao filogeografica (Avise et al., 1987).
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Nossos resultados sugerem duas potenciais espécies para o complexo A. belzebul,
sendo estas 4. discolor (MOTU-belzebul 1) e A. belzebul, incluindo A4. b. ululata (MOTU-
belzebul 1), o qual corrobora com os resultados de Povill et al. (2022) e fornece evidéncias
moleculares para assumir A. discolor como espécie valida conforme a proposta

taxondmica de Gregorin (2006).

5.2.5. Complexo de espécies 4. guariba, os bugios da Mata Atlantica sul-

sudeste

Diferentes revisdes taxondmicas adotam nomes distintos (4. guariba ou A. fusca)
para a espécie de bugios que ocorrem na Mata Atlantica sul-sudeste, sendo o nome 4.
guariba utilizado por Hill (1962) e o nome 4. fusca adotado por Gregorin (2006). Esse
debate se inicia com a historia taxonomica do bugio da Mata Atlantica do nordeste (4.
belzebul). Jorge Marcgrave em 1648 descreveu um espécime de bugio que habitava a
costa Atlantica do estado de Pernambuco referindo-se a esta como “guariba”. Atualmente,
sabe-se que a Unica espécie que ocorre nesta localidade é A. belzebul. Posteriormente, E.
Geoffroy Saint-Hilaire (1806) descreveu um taxon com o padrao de coloragao dos bugios
que ocorrem na Mata Atlantica do sudeste como [Stentor] fuscus e entendeu [Simia]
guariba como sindnimo junior de 4. belzebul. Sob esta perspectiva, Hershkovitz (1949)
concluiu que o nome correto para este tdxon seria 4. fusca, considerando 4. guariba
sinonimo de 4. belzebul; e Gregorin (2006) se apoia nesta visdo. Porém, Rylands e
Brandon-Jones (1998) discordam desta interpretacao e consideram que o nome “guariba”
utilizado por Marcgrave (1648) foi utilizado apenas como nome popular para diferenciar
o bugio que ocorre no nordeste brasileiro do macaco aranha Ateles belzebulth. Portanto,
Ryland e Brandon-Jones (1998) assumem 4. guariba como a espécie que ocorre na Mata
Atlantica sul-sudeste. NOs seguimos a interpretagao de Rylands & Brandon-Jones (1998)
e seguiremos com as interpretacdes das revisdes taxondmicas nos referindo ao bugio da
Mata Atlantica sul-sudeste como A. guariba.

Na revisdo taxondmica de Hill (1962) trés subespécies sao incluidas no complexo
A. guariba, sendo estas denominadas como 4. g. guariba, A. g. beniensis € A. g. clamitans.
Posteriormente, o taxon nomeado como beniensis foi indicado como pertencendo ao
complexo A. seniculus (Gregorin, 2006). Groves (2001) reconhece a espécie A. guariba
incluindo apenas as subespécies A. g. guariba e A. g. clamitans. Entretanto, Gregorin

(2006) reconheceu A. guariba e A. clamitans como espécies analisando o formato do osso
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hioide, tamanho corporeo ¢ a cor da pelagem. O autor descreveu 4. guariba como sendo
um bugio castanho enegrecido com as pontas dos pelos amareladas na regido médio-
dorsal e regido lombar ruiva a alaranjada em ambos os sexos com auséncia de
dicromatismo sexual. A distribuicdo geografica para a espécie estaria restrita a Mata
Atlantica ao sul do rio Sdo Francisco ocorrendo nos estados da Bahia, Espirito Santo,
noroeste de Minas Gerais e Rio de Janeiro, com registro neste apenas para a cidade de
Teresopolis (Figura 16). Para a espécie A. clamitans, Gregorin (2006) descreveu um
dicromatismo sexual evidente, com machos adultos de pelagem dorsal variando do ruivo-
vermelho para um ruivo-amarelado (aveld), com membros e cauda invariavelmente mais
escuros que o dorso; e com fémeas escuras com pelagem dorsal e membros variando do
castanho-enegrecido ao castanho-avermelhado. Em relagdo a sua distribui¢cdo geogréafica,
foi indicado que essa espécie ocorre da regido de Missiones, na Argentina e no Brasil na
Mata Atlantica dos estado do Rio Grande do Sul até o sul do estado do Rio de Janeiro

(RJ), e no vale do Jequitinhonha em Minas Gerais (Figura 16).

Rio Doce

Lands use

[ Anthropized Forest area
I Forest Vegetation

| | Others

Jardim bolénlco.
de S&0 Paulg

MOTU

B guariba 1

Wl gvariba 2

[ guariba 3

<> Genbank data (Cyt b)
QO This study

Gregorin (2006)
A Alouatta clamitans
A Alouatta fusca

Zoolégico de

100 200 300 400 500 km Séo Paulo

Figura 15. Mapa da distribui¢do geogréafica do complexo A. guariba (guariba e clamitans) na Mata
Atlantica sul-sudeste. Os tridngulos representam a localidade das espécimes analisadas por Gregorin
(2006), verde escuro sdo as espécimes descritas como A. fusca (=A. guariba), verde claro A. clamitans. Os
losangos sdo as sequéncias dos diferentes taxons obtidas no banco de dados GenBank. Os circulos verde
escuro representam a MOTU-guariba 1 (BA/MG/ES), em verde intermediario MOTU-guariba 2 (RJ) e em
verde claro a MOTU-guariba 3 (SC).
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Analises para o gene Cyt b evidenciaram uma subdivisdao filogeografica com
padrao Norte-Sul para o complexo 4. guariba da Mata Atlantica, o qual separou as
populacdes de bugios do estado do Rio de Janeiro (clado Norte) e daquelas de Santa
Catarina (clado Sul) ha aproximadamente 1,2 milhdes de anos (Bonvicino et al., 2015; de
Mello Martins et al., 2011; Harris et al., 2005). Populagdes com ocorréncia no estado de
Sao Paulo, no entanto, evidenciaram compartilhamento de haplotipos com ambos os
clados. A distribui¢do geografica das populacdes de bugios estudadas corresponde a area
de ocorréncia de 4. clamitans, descrita por Gregorin (2006).

Analises filogenéticas bayesianas (Cyt b) posteriores, realizadas com uma
amostragem mais ampla, incluindo representantes da Argentina e do Brasil de populac¢des
de Minas Gerais, Espirito Santos, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, evidenciaram a existéncia de trés clados bem suportados conforme descrito a
seguir: Clado 1 representado por populacdes da Argentina, RS e SP; Clado 2 por
representantes de MG, RJ, SP; e Clado 3 por populacdes de MG, ES, e SP (Machado;
2011). E importante destacar o fato que o mesmo padrdo geografico obtido para os clados
recuperados pelas analises moleculares coincide com o padrdo geografico observado para
trés morfotipos da cor da pelagem de 4. clamitans descrito por Gregorin (2006) que
descreveu o morfotipo 1 para espécimes do RS e SC, morfotipo 2 para espécimes de SP;
e morfotipo 3 para espécimes do RJ e das populagdes que ocorrem na regido central e
meridional de MG.

Além disso, ha descrito para A. guariba e suas subespécies uma ampla diversidade
de sistemas cromossOmicos sexuais, arranjos cromossomicos e diferengas no numero
diploide (Mudry et al.,, 2015). Contudo, Bonvicino et al. (2015) consideraram a
distribuicao geografica sugerida por Gregorin (2006) para 4. g. guariba e sugeriram que
o cariotipo 2n=52 e sistema sexual XY descrito para um individuo proveniente do ES ¢ o
mais adequado para caracterizar esse taxon (Oliveira et al., 2000). Em contrapartida, 4.
g. clamitans possui uma ampla diversidade de cariomorfos apresentando uma variedade
de nimero diploide e sistemas sexuais com um padrao geografico (Mudry et al., 2015), o
qual coincide com aqueles encontrados para dados morfologicos € moleculares (Gregorin,
2006; Machado, 2011). As populacdes de Santa Catarina e Parand se diferenciam das
demais por apresentarem 2n=46 e 2n=45, X1 X1X2X2/X1X2Y ou X1X2X3Y1Y2 (de Oliveira
etal., 2002); enquanto as popula¢des de Minas Gerais e Rio de Janeiro apresentam 2n=50
e 2n=49, X1 X1 X2X>X3X3/X1X2X3Y1Y20u X1 X2 Y (de Oliveira et al., 1998; 2002); e, por
fim, populagdes de Sdao Paulo apresentam 2n=50 e¢ 2n=49, XX/XY (Koiffmann &
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Saldanha, 1974); Bonvicino e colaboradores (2015) argumentam que os diferentes
arranjos cariotipicos envolveram cromossomos distintos autossdmicos nas translocacdes
do Y (de Oliveira et al., 2000) e que somado aos resultados das andlises moleculares Cyt
b esses resultados sugerem duas linhagens evolutivas distintas de A. g. clamitans.
Nossas analises de delimitacdo de espécies para o complexo A. guariba
recuperaram trés MOTUs consenso (Figura 5, 6 ¢ 9), sendo elas: MOTU-guariba 1 (RJ,
MG e SP); MOTU-guariba 2 (ES, MG e SP); e MOTU-guariba 3 (SC e SP) (Figura 8 e
16). Nossos achados concordam com Machado (2011), sugerindo a existéncia de trés
linhagens evolutivas que possivelmente correspondem aos taxons A. guariba (MOTU-
guariba 2), A. clamitans (MOTU-guariba 1) e A. clamitans (MOTU-guariba 3) com
padrao Norte-sul da Mata Atlantica sul-sudeste. Além disso, nosso estudo também separa
os bugios do RJ em clado distinto dos de SC, conforme sugerido em estudos anteriores
(Bonvicino et al., 2015; de Mello Martins et al., 2011; Harris et al., 2005). Portanto, A
MOTU-guariba 2 coincide com a area de distribuicdo geografica de 4. guariba e as
localidades ao sul com A. clamitans (MOTU-guariba 1 ¢ MOTU-guariba 3), conforme
descrito por Gregorin (2006). O arranjo parafilético dos individuos que ocorrem no estado
de SP presente nas trés MOTUs pode ser devido a prevaléncia de polimorfismo ancestral
e/ou a existéncia de uma zona de contato ou zona de migracdo em SP, composta por
populacdes receptoras de migrantes dos estados do sul e sudeste do Brasil. Além disso,
nao podemos descartar a possibilidade de ocorréncia de hibridagdo, ja que este fato tem

sido reportado para A. guariba e A. caraya (Mourthe et al., 2019).

Noés assumimos trés potenciais taxons para o complexo 4. guariba: A. guariba
(MOTU-guariba 2), 4. clamitans 1 (MOTU-guariba 1) e A. clamitans 2 (MOTU-guariba
3). Nossos resultados sugerem que 4. clamitans pode constituir duas linhagens evolutivas
independentes, assim apontando para os taxonomistas a necessidade de revisitar o taxon
em uma revisao taxondmica-sistematica. Contudo, para reforcar que esses taxons de fato
constituem espécies validas sugere-se empregar uma analise taxondmica integrativa que
inclua abordagens genomicas, abrangendo representantes das localidades estabelecidas
pelas MOTU-guariba 1, MOTU-guariba 2 e MOTU-guariba 3, realizadas em espécimes
identificadas a partir do padrao de coloracdo da pelagem, conforme descrito por Gregorin

(2006).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Embora a delimitagdo de espécies seja um problema filoséfico e complexo (Hey
et al., 2003), os diversos conceitos de espécie compartilham amplamente a ideia de que
as espécies sao linhagens, continuo ancestral-descendente, metapopulacionais evoluindo
independentemente (Conceito de espécie unificado, ver De Queiroz, 2005, 2007). No
presente estudo, nds adotamos também o Conceito Filogenético de Espécies (CFE),

baseado em monofiletismo (Hennig, 1966; Rosen, 1978).

As MOTUs delimitadas nesse trabalho potencialmente correspondem a 12
espécies do género Alouatta (Tabela 11). Para a Mesoamérica identificamos apenas as
espécies A. pigra e A. palliata, para o Brasil, foco principal de nosso trabalho,
identificamos uma espécie ocorrendo no Cerrado (4. caraya); seis espécies ocorrendo
exclusivamente na regido Amazdnica (4. senmiculus, A. sara, A. macconnelli, A.
nigerrima, A. discolor); uma ocorrendo na Amazdnia e também na Mata Atlantica
nordestina (4. belzebul), e trés espécies ocorrendo na Mata Atlantica sul-sudeste
identificadas como A. guariba, sendo duas linhagens evolutivas independentes de A.
clamitans. A tabela 11 sumariza os nossos principais achados em relagdo a diversidade

dos taxons do género Alouatta estudados no presente trabalho.

E importante, porém, destacar que o método DNA barcoding e as abordagens de
delimitagdo de espécies nao sdo substitutas da taxonomia tradicional (Ebach & Holdrege,
2005; Hajibabaei et al., 2007), mas sim aliadas desta, pois possibilitam a identificagao
das unidades taxonOmicas moleculares (Blaxter et al., 2005; Floyd et al., 2002). Deste
modo, as abordagens de delimita¢do ligadas ao método DNA barcoding devem ser
associadas a outros dados, como por exemplo os morfoldgicos (Galimberti et al., 2012),
e assim serem utilizadas para delimitar espécies por meio da taxonomia integrativa
(Dayrat, 2005). Embora as MOTUs identificadas possam ndo corresponder as espécies
diagnosticadas morfologicamente pela taxonomia (Casiraghi et al., 2010), os resultados
gerados se constituem em um dado primario para diagnosticar linhagens evolutivas
independentes, visto que dados moleculares podem assinalar processos historicos
envolvidos na divergéncia de linhagens (Templeton, 2021). Sob essa perspectiva, os
resultados das analises de DNA barcoding e das demais abordagens de delimitagdo de

espécies podem servir como ponto de partida para a escolha de tixons para andlises
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filogenéticas subsequentes, e também para sinalizar quais grupos, em qualquer nivel

taxondmico, necessitam de revisdes sistematicas (Hajibabaei et al., 2007).

Tabela 11. Informa¢des das MOTUs delimitadas no presente trabalho incluindo espécies identificadas,
subespécies analisadas e a distribuicdo geografica por continente e bioma para as espécies que ocorrem no

Brasil.
Continente MOTUSZ Espécies Subespécies O correncia nos
consenso biomas brasileiros
MOTU-caraya A. caraya Cerrado
MOTU- seniculus 1 A. sara A. s. puruensis Amazonia
MOTU-seniculus 2 | A. seniculus A. 5. juara Amazodnia
MOTU-macconnelli | 4. macconnelli Amazodnia
MOTU-nigerrima | A. nigerrima Amazodnia
MOTU-belzebul 1 A. discolor Amazbnia
América do Amazépia, Cerrado,
Sul (Brasil)' MOTU-belzebul 2 | A. belzebul A. b. ululata Caatinga, Mata
Atlantica nordestina
Mata Atlantica da
MOTU-guariba 2 A. guariba BA, ES ¢ noroeste de
MG
. . Mata Atlantica do RJ
MOTU-guariba 1 | A. clamitans e sul de MG
MOTU-guariba 3 | A. clamitans Mata Atlantica de SC
MOTU-pigra A. pigra Nao ocorre no Brasil
A. p. palliata,
América A. p. mexicana,
Central MOTU-palliata A. palliata A. p. trabeata, | Nao ocorre no Brasil
A. p. coibensis,
A. p.aequatorialis

Nossas analises incluiram alguns tdxons provenientes de outros paises da América do Sul, porém a maior parte da

. e e, . a2 . .
nossa amostragem incluiu individuos provenientes do Brasil. © Exceto a MOTU-nigerrima.
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8. MATERIAL SUPLEMENTAR
S1 Tabela 12. Informagoes da localidade de coleta ou procedéncia dos taxons de Alouatta sequenciados para marcadores COI e/ou Cyt b neste trabalho.

ID genética Espécie Subespécie Procedéncia Municipio Estado Pais Coletor(es) Instituicao
AB1 Alouatta belzebul belzebul/discolor ~ Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR  Victor Y. Guimaraes (UNESP)
Rio Xingu
AB10 Alouatta belzebul belzebul/discolor =~ Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR  Victor Y. Guimaraes (UNESP)
Rio Xingu
AB11* Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha pimental do Rio Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Xingu Guimaraes
AB12* Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha do meio do Rio Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Xingu Guimaraes
ABI13 Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha da maravilha do Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Xingu Guimaraes
AB14 Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha da maravilha do Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Xingu Guimaraes
AB15 Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha da maravilha do Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Xingu Guimaraes
AB16 Alouatta belzebul belzebul/discolor  Ilha do meio do Rio Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Xingu Guimaraes
AB17 Alouatta belzebul belzebul/discolor Desconhecida Desconhecida (PA) BR  Filipe Reis e Zuryp (FJZB)
Marques
AB18 Alouatta belzebul belzebul/discolor Desconhecida Desconhecida (PA) BR  Filipe Reis e Zuryp (FJZB)
Marques
AB19 Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
AB21* Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
AB25 Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
AB26* Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
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AB27* Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
AB28 Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
AB29 Alouatta belzebul belzebul/discolor Rio Xingu Altamira (PA) BR Victor Y. (UFV)
Guimaraes
AB30 Alouatta belzebul ~ belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Xingu Naturae/Arcadis
AB31 Alouatta belzebul ~ belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Xingu Naturae/Arcadis
AB32 Alouatta belzebul ~ belzebul/discolor ~ Margem esquerda do Vitoéria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB33 Alouatta belzebul ~ belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Xingu Naturae/Arcadis
AB34 Alouatta belzebul belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoéria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Xingu Naturae/Arcadis
AB37 Alouatta belzebul belzebul/discolor = Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB4 Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha da maravilha do Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Xingu Guimaraes
AB40* Alouatta belzebul belzebul/discolor = Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB42* Alouatta belzebul belzebul/discolor = Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB43 Alouatta belzebul belzebul/discolor = Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB44 Alouatta belzebul belzebul/discolor =~ Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB45 Alouatta belzebul belzebul/discolor ~ Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB46 Alouatta belzebul belzebul/discolor ~ Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Rio Xingu Naturae/Arcadis
AB47 Alouatta belzebul belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoria do Xingu (PA) BR Equipe (UFV)
Xingu Naturae/Arcadis
AB48 Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Sapé (PB) BR (CPB/ICMBio)
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AB49 Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Lucena (PB) BR (CPB/ICMBio)
ABS Alouatta belzebul belzebul/discolor ITha da maravilha Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Guimaraes
ABS0** Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Desconhecida (PB) BR (CPB/ICMBio)
ABS1* Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Desconhecida (PB) BR (CPB/ICMBio)
AB52 Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Desconhecida BR (CPB/ICMBio)
AB53 Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Desconhecida BR (CPB/ICMBio)
AB54 Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Desconhecida BR (CPB/ICMBio)
ABS5** Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Desconhecida BR (CPB/ICMBio)
ABS6 Alouatta belzebul belzebul Desconhecida Maraba (PA) BR (CPB/ICMBio)
AB6* Alouatta belzebul belzebul [lha da maravilha do Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Xingu Guimaraes
AB7 Alouatta belzebul ~ belzebul/discolor ~ Margem esquerda do Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Xingu Guimaraes
ABS8* Alouatta belzebul ~ belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Xingu Guimaraes
ABY9 Alouatta belzebul belzebul/discolor Margem direita do Rio  Vitoéria do Xingu (PA) BR Victor Y. (UNESP)
Xingu Guimaraes
ABD Alouatta belzebul discolor UHE Teles Pires Paranaita (MT) BR (CPRJ)
ABU1* Alouatta belzebul ululata CETAS Teresina (PD BR Lilian Catenacci (UFPI)
ABU2* Alouatta belzebul ululata Parque Zoobotanico Teresina (PD BR (CPRJ)
de Teresina
ABU3 Alouatta belzebul ululata Parque Zoobotanico Teresina (PD BR (CPRJ)
de Teresina
ABU4 Alouatta belzebul ululata Desconhecida Teresina (PD BR (CPB/ICMBio)
ABU5* Alouatta belzebul ululata Desconhecida Campo Maior (PD BR (CPB/ICMBio)
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ABU6* Alouatta belzebul ululata Igarapé / Ilha Grande Desconhecida (PI) BR (CPB/ICMBio)
do Piaui
ABDE012** Alouatta belzebul belzebul/discolor  Tlha pimental do Rio Desconhecida (PA) BR Victor Y. (UFV)
Xingu Guimaraes
ACA1* Alouatta caraya Desconhecida Desconhecida BR (CPR))
ACA10 Alouatta caraya Desconhecida Desconhecida (MG) BR (UFMG)
ACA12 Alouatta caraya Desconhecida Icarai de Minas (MG) BR (UFMG)
ACA13 Alouatta caraya Margem esquerda do Desconhecida (MT) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Teles Pires Guimaraes
ACAl14 Alouatta caraya Margem esquerda do Desconhecida (MT) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Teles Pires Guimaraes
ACAI15 Alouatta caraya Margem esquerda do Desconhecida (MT) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Teles Pires Guimaraes
ACA17 Alouatta caraya Margem esquerda do Desconhecida (MT) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Teles Pires Guimaraes
ACA18 Alouatta caraya Margem esquerda do Desconhecida (MT) BR Victor Y. (UNESP)
Rio Teles Pires Guimaraes
ACA19* Alouatta caraya Margem direita do Rio Desconhecida (MT) BR Victor Y. (UNESP)
Teles Pires Guimaraes
ACA20* Alouatta caraya Mata da Embrapa Sao Carlos (SP) BR Carla Gestich (UFSCar)
ACA21 Alouatta caraya UHE de Peixe Angical Peixe (TO) BR (PZMQB)
ACA22 Alouatta caraya Desconhecida Desconhecida (MT) BR  Filipe Reis e Zuryp (FIZB)
Marques
ACA23 Alouatta caraya Desconhecida Desconhecida (MT) BR  Filipe Reis e Zuryp (FIZB)
Marques
ACAE1940 Alouatta sp Desconhecida Sao Francisco (MG) BR (UFMG)
ACCPB383* Alouatta sp Desconhecida Desconhecida (PI) BR (CPB/ICMBio)
AG10* Alouatta guariba Desconhecida Congonhal MG) BR (UFMG)
AG11* Alouatta guariba Desconhecida Rio Doce MG) BR (UFMG)
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AGI12* Alouatta guariba Desconhecida Rio Doce (MG) BR (UFMG)
AG2* Alouatta guariba Corrego Sdo Sebastido Manhuact (MG) BR (UFMG)
AG3* Alouatta guariba Arataca Sem Peixe MG) BR (UFMG)
AG5* Alouatta guariba Cascavel Santa Rita de MG) BR (UFMG)
Caldas
AGT7 Alouatta guariba Desconhecida Borda da Mata MG) BR (UFMG)
AGS Alouatta guariba Desconhecida Bom Repouso MG) BR (UFMG)
AG9* Alouatta guariba Desconhecida Além Paraiba (MG) BR (UFMG)
AGACLAM1* Alouatta guariba clamitans (PARNASO) Desconhecida (R)) BR (CPRJ)
AGACLAM11* Alouatta guariba clamitans Rua Francisco Urtado, Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM13* Alouatta guariba clamitans Jardim3giténico Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM15* Alouatta guariba clamitans (FPZSP) Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM19* Alouatta guariba clamitans Av. Cursino Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM2* Alouatta guariba clamitans Desconhecida Desconhecida BR (CPRJ)
AGACLAM20* Alouatta guariba clamitans Rua General Erico Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM21* Alouatta guariba clamitans Jard?rflvégoltlgnico Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM22* Alouatta guariba clamitans Jardim Botanico Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM25* Alouatta guariba clamitans (FPZSP) Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM3* Alouatta guariba clamitans Desconhecida Desconhecida BR (CPRJ)
AGACLAM4* Alouatta guariba clamitans Desconhecida Cabo Frio (R)) BR (CPR))
AGACLAMG6* Alouatta guariba clamitans Desconhecida Desconhecida BR (CPRJ)

92



AGACLAMS8* Alouatta guariba (FPZSP) Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGACLAM9* Alouatta guariba (FPZSP) Sao Paulo (SP) BR Caué Monticelli (CECFAU)
AGAFUS1* Alouatta guariba Serra da Cantareira Desconhecida (SP) BR (FMVZ)
AGAFUS2* Alouatta guariba Desconhecida Ituverava (SP) BR (FMVZ)
AGAFUS4* Alouatta guariba Desconhecida Desconhecida (SP) BR (FMVZ)
AGAFUS5* Alouatta guariba Desconhecida Desconhecida (SP) BR (FMVZ)
AGAFUS6* Alouatta guariba Desconhecida Desconhecida (SP) BR (FMVZ)
AGAFUST* Alouatta guariba Desconhecida Sorocaba (SP) BR (FMVZ)
AGAFUSS8* Alouatta guariba Desconhecida Desconhecida (SP) BR (FMVZ)
AGCPB709* Alouatta guariba Desconhecida Vitéria da (BA) BR (CPB/ICMBio)

Conquista
AGCPB724* Alouatta guariba Desconhecida Congonhas do MG) BR (CPB/ICMBio)
Norte
AGE1249* Alouatta sp Desconhecida Bom Jardim de MG) BR (UFMG)
Minas
AGE1915* Alouatta sp Desconhecida Desconhecida MG) BR (UFMG)
AGE352A* Alouatta sp Desconhecida Santa Rita de MG) BR (UFMG)
Caldas
AGE366* Alouatta sp Corrego do Coqueiro Abre Campo MG) BR (UFMG)
AGE395* Alouatta sp Ponte dos Machados Bom Jesus do (MG) BR (UFMG)
Amparo
AGE605* Alouatta sp Fazenda trés Barras, Argirita MG) BR (UFMG)
BR 267
AGE905* Alouatta sp Desconhecida Congonhal MG) BR (UFMG)
AGES3825* Alouatta guariba Estrada Ipanema Caratinga (MG) BR  Leonora Pires Costa (UFES)
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AGES3831* Alouatta guariba Estrada Ipanema Caratinga (MG) BR  Leonora Pires Costa (UFES)

AGES4418 Alouatta guariba Alto Sao Sebastidao Santa Maria de (ES) BR Equipe Projeto (UFES)
Jetiba Muriqui

AGES4422 Alouatta guariba Caldeirao Sao José Santa Teresa (ES) BR Equipe Projeto (UFES)
Muriqui

AGES4426 Alouatta guariba Rio Possmoser Santa Maria de (ES) BR Equipe Projeto (UFES)
Jetiba Muriqui

AGES4435 Alouatta guariba Nova Lombardia Santa Teresa (ES) BR Equipe Projeto (UFES)
Muriqui

AGES4653 Alouatta guariba California Santa Leopoldina (ES) BR Equipe Projeto (UFES)
Muriqui

AM63 Alouatta macconnelli Desconhecida Rorainopolis (RR) BR Fernanda D. Abra  Projeto Reconecta

AS1 Alouatta seniculus Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)

AS12 Alouatta seniculus Desconhecida Jaraua (AM) BR (IDSM)

AS13 Alouatta seniculus Desconhecida Tefé/estrada da (AM) BR (IDSM)

EMADE
AS14 Alouatta seniculus Desconhecida Médio Solimdes - (AM) BR (IDSM)
Rio Coped
AS2 Alouatta seniculus Desconhecida Comunidade (AM) BR (IDSM)
Monte Tabor
AS3 Alouatta seniculus Desconhecida Comunidade (AM) BR (IDSM)
Monte Tabor

AS4 Alouatta seniculus Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)

ASS5* Alouatta seniculus Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)

AS6 Alouatta seniculus Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)

AST* Alouatta seniculus Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)

ASS8 Alouatta seniculus Desconhecida Jaraua (AM) BR (IDSM)

AS9 Alouatta seniculus Desconhecida Jaraua (AM) BR (IDSM)
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ASJ1 Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)
ASJ2 Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)
ASJ3 Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)
ASJ4* Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)
ASJS Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Tefé (AM) BR (IDSM)
ASJ6 Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Tefé (AM) BR (IDSM)
ASJ7 Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Tefé (AM) BR (IDSM)
ASJ8 Alouatta seniculus Jjuara Desconhecida Desconhecida (AM) BR (IDSM)
ASP1 Alouatta seniculus puruensis Desconhecida Desconhecida (RO) BR (PZMQB)
ASP2** Alouatta seniculus puruensis Desconhecida Desconhecida (AC) BR  Filipe Reis e Zuryp (FJZB)
Marques
ASP3 Alouatta seniculus puruensis Desconhecida Desconhecida (AC) BR  Filipe Reis e Zuryp (FJZB)
Marques
ASP4 Alouatta seniculus puruensis Desconhecida Desconhecida (AC) BR  Filipe Reis e Zuryp (FJZB)
Marques
ASP5 Alouatta seniculus puruensis Desconhecida Desconhecida (AC) BR  Filipe Reis e Zuryp (FJZB)
Marques

* Individuos analisados apelas pelo marcador Cyt b

** Individuos analisados apenas pelo marcador COI

Abreviacdes: Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao de Primatas Brasileiros,
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (CPB/ICMBio), Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), Universidade Federal do Piaui (UFPI), Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (IDSM), Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Centro de Conservagdo de Fauna Silvestre do Estado de Sao Paulo (CECFAU), Fundagdo Zoologico de Sdo Paulo (FZSP), Fundagao jardim zoolégico de

Brasilia (FJZB).
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S2 Tabela 13. Lista das sequéncias obtidas no banco de dados que foram incluidas nas analises de delimitacdo de espécies do Cyt b e do COI. Descri¢ao por
marcador molecular incluindo a identificacdo utilizada nas analises genéticas, nimero de acesso GenBank, tdxons, localidade e referéncia bibliografica
responsavel pelo deposito das sequéncias.

Citocromo b (Cyt b)
ID Espécie Subespécie Procedéncia Estado Pais Referéncia

GENBANK P P

AY3743572  Alouatta caraya UHE Manso, Rio Quilombo, Chapada dos /) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY3743582  Alouatta caraya UHE Manso, Rio Quilombo, Chapada dos /) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY374359.2 Alouatta caraya UHE do Manso, R.lo CENISCS., Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY374360.2  Alouatta caraya UHE do Manso, }ggiglz;gfbo’ Chapadados 1 py BR Nascimento et al. (2005)

AY374361.2 Alouatta caraya UHE do Manso, Rlo. Qu11~0mbo, Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY3743622  Alouatta caraya UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos s BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY374363.2 Alouatta caraya UHE do Manso, R.lo C‘;‘SC"" Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY374364.2 Alouatta caraya UHE do Manso, Rlo. Qu11~0rnbo, Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY374365.2  Alouatta caraya UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)
Guimaraes

AY374366.2  Alouatta caraya UHE do Manso, lgsir?ll;?er:bo’ Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)

AY3743672  Alouatta caraya UHE do Manso, }ggiglz;gfbo’ Chapadados 1 py BR Nascimento et al. (2005)

AY374368.2  Alouatta caraya UHE do Manso, lggil?lzgoer:bo’ Chapada dos (MT) BR Nascimento et al. (2005)
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AY374369.2
AY374370.2
AY374371.2
AY374372.2
AY374373.2
AY374374.2

AY374375.2

AY374376.2
AY374377.2

AY374378.2
DQ350622.1
DQ350623.1
DQ350624.1
DQ350625.1
DQ350626.1
DQ350627.1

DQ350628.1

Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya

Alouatta caraya

UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Manso, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Manso, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes

UHE do Manso, Ribeirdo Palmeiras

UHE do Manso, Ribeirdo Palmeiras

UHE do Manso, Rio Manso, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes

(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)

(MT)

BR

BR

BR

BR

BR

BR

BR

BR
BR

BR

BR

BR

BR

BR

BR

BR

BR

Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)

Nascimento et al. (2005)

Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)

Nascimento et al. (2005)

Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)

Nascimento et al. (2007)
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DQ350629.1
DQ350630.1
DQ350631.1
DQ350632.1
DQ350633.1

DQ350634.1

DQ350635.1
DQ350636.1
DQ350637.1
KT626649.1
KU253513.1
AY065890
AY065891
DQ924861

AF289519

AF289516

AF289517
AF289518
AF289986.1

Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya

Alouatta caraya
Alouatta caraya

Alouatta guariba

UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes

Serra da Mesa
Serra da Mesa
Padre Bernardo
Desconhecida
Desconhecida
Santa Cruz
Santa Cruz

Desconhecida

UHE do Manso, Rio Casca, Chapada dos
Guimaraes
UHE do Manso, Rio Quilombo, Chapada dos
Guimaraes

Desconhecida
UHE Serra da Mesa

Desconhecida

(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(MT)
(GO)

(GO)
(GO)

(MT)

(MT)

(GO)

BR

BR

BR

BR

BR

BR

BR
BR
BR
BR
BR
Bolivia
Bolivia

BR

BR

BR

Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)

Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Nascimento et al. (2007)
Castilho et al. (2016)
Castilho et al. (2016)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Ascunce et al. (2007)

Nascimento et al. (2007)

Bonvicino et al. (2001)
Bonvicino et al. (2001)
Bonvicino et al. (2001)
Bonvicino et al. (2001)
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AF289987.1
DQ679770.1
DQ679771.1
DQ679772.1
DQ679773.1
DQ679774.1
DQ679775.1
DQ679777.1
DQ679778.1
DQ679779.1
DQ679780.1
DQ679781.1
DQ679782.1
DQ679783.1
DQ679784.1
HQ385483.1
HQ385484.1
HQ385485.1
HQ385486.1
HQ385487.1
HQ385488.1

Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba

Alouatta guariba

clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans

clamitans

Desconhecida
Pogo das Antas

Seropedica

Reserva Florestal, Campinas

Serra da Cantareira
Serra da Cantareira
Serra da Cantareira
Blumenau
Brusque
Jaragua do Sul
Indial
Sdo Bento de Sul
Blumenau
Indial
Lages
Serra da Cantareira
Serra da Cantareira
Serra da Cantareira
Serra da Cantareira
Serra da Cantareira

Serra da Cantareira

(RJ)
(RJ)
(SP)
(SP)
(SP)
(SP)
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(SP)
(SP)
(SP)
(SP)
(SP)
(SP)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Bonvicino et al. (2001)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)
Harris et al. (2005)

Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
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HQ385489.1
HQ385490.1
HQ385491.1
HQ385492.1
HQ385494.1
HQ385495.1
HQ385496.1
HQ385497.1
HQ385498.1
HQ385499.1
HQ385500.1
HQ385501.1
KR528422.1
AY065898
HQ385493
AF289511.1
AF289512.2
AF289513.1
AF289514.1
AF289515.2
AY374341.2

Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta guariba
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul

Alouatta belzebul

clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans
clamitans

clamitans

Serra da Cantareira
Blumenau
Blumenau

Rodeio
Sdo Bento do Sul
Gaspar
Blumenau
Jaragua do Sul
Ibirama
Massaranduba
Pomerode

Jaragua do Sul

Desconhecida

Desconhecida

Municipio de Rodeio
UHE Tucurui
UHE Tucurui
UHE Tucurui
UHE Tucurui

Sapé

Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui

(SP)
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(8O
(RJ)
(SO
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PB)
(PA)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Martins et al. (2011)
Muniz et al. (2015)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Martins et al. (2011)
Bonvicino et al. (2001)
Nascimento et al. (2008)
Bonvicino et al. (2001)

Bonvicino et al. (2001)
Nascimento et al. (2005)

Nascimento et al. (2005)
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AY374342.2
AY374343.2
AY374344.2
AY374345.2
AY374346.2
AY374347.2
AY374348.2
AY374349.2
AY374350.2
AY374351.2
AY374352.2
AY374353.2
AY374354.2
AY374355.2
AY374356.2
DQ387004.1
DQ387005.1
DQ387006.1
DQ387007.1
DQ387008.1
DQ387009.1

Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul

Alouatta belzebul

Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui

Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui

(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)
Nascimento et al. (2005)

Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
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DQ387010.1
DQ387011.1
DQ387012.1
DQ387013.1
DQ387014.1
DQ387015.1
DQ387016.1
DQ387017.1
DQ387018.1
DQ387019.1
DQ387020.1
DQ387021.1
DQ387022.1
DQ387023.1
DQ387024.1
DQ387025.1
DQ387026.1
DQ387027.1
DQ387028.1
DQ387029.1
DQ387030.1

Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul

Alouatta belzebul

Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui

Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui

(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
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DQ387031.1
DQ387032.1
DQ387033.1
DQ387034.1
DQ387035.1
DQ387036.1
DQ387037.1
DQ387038.1
DQ387039.1
DQ387040.1
DQ387041.1
DQ387042.1
DQ387043.1
DQ387044.1
DQ398006.1
DQ398007.1
DQ398008.1
DQ398009.1
AY065892
AY065893
AY065894

Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul

Alouatta belzebul

Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Margem esquerda do Rio Tocantins, Tucurui
Desconhecida

Sapé

Sapé

Sapé

Sapé

Pacatuba ou Rio Tocantins
Pacatuba ou Rio Tocantins

Pacatuba ou Rio Tocantins

(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PB)
(PB)
(PB)
(PB)
(PB)
(PB)/(PA)
(PB)/(PA)
(PB)/(PA)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Nascimento et al. (2008)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
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AY065895
AY 065896
AY065897
MW958308
MW958298
MW958301
MW958300
MW958304
MW958305
MW958319
MW0958322
MW958321
MW958320
MWO958316
MW0958315
MW0958317
MW958318
MW958307
MW958309
MW0O958312
MW0958313

Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul

Alouatta belzebul

discolor

Pacatuba ou Rio Tocantins
Pacatuba ou Rio Tocantins
Pacatuba ou Rio Tocantins
Altamira - margem direita do Rio Xingu
Altamira - margem direita do Rio Xingu
Altamira - margem direita do Rio Xingu
Altamira - margem direita do Rio Xingu
margem esquerda Rio Xingu
Altamira - margem direita do Rio Xingu
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Tucurui, oeste do rio Tocantins
Altamira, margem direita do Rio Xingu
Altamira, margem direita do Rio Xingu
Tucurui, oeste do rio Tocantins

Tucurui, oeste do rio Tocantins

(PB)/(PA)

(PB)/(PA)

(PB)/(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)

Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
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MW958314
MW958286
MW958276
MW958272
MW958274
MW958269
MW958257
AF289982.1
AF289984.1
AJ489759.1
EU232713.1
KR902387.1
AY065886.1
HQ644333
AY065887
AF289985.1
AY065878.1
AY065879.1
AY065880.1
AY065881.1
AY065882.1

Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul
Alouatta belzebul

Alouatta seniculus

Alouatta macconnelli

Alouatta seniculus
Alouatta seniculus
Alouatta seniculus
Alouatta seniculus
Alouatta seniculus
Alouatta sara
Alouatta nigerrima
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta palliata
Alouatta palliata

Alouatta palliata

discolor
discolor
discolor
discolor
discolor

discolor

macconnelli

macconnelli

seniculus

seniculus

mexicana
mexicana
palliata

coibensis

trabeata

Tucurui, oeste do rio Tocantins
margem esquerda do Rio Xingu
margem esquerda do Rio Xingu
margem esquerda do Rio Xingu
margem esquerda do Rio Xingu
margem esquerda do Rio Xingu
margem esquerda do Rio Xingu
Ilhas Candiru e Maniva, Rio Negro, Barcelos
Rio Jari
Desconhecida
Desconhecida

Zoologico

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida

Desconhecida

(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(PA)
(AM)
(AM)

BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR
BR

Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)
Povill et al. (2022)

Bonvicino et al. (2001)
Bonvicino et al. (2001)

Guiana Francesa | ayerone A, et al. (2010)

Guiana Francesa 1 ayerone A, et al. (2010)

Peru
Colombia
BR
Bolivia
BR
México
México
Costa Rica
Panama

Panama

Ghersi et al. (2015)

Cortés-Ortiz et al. (2003)
Di Fiore et al. (2010)

Cortés-Ortiz et al. (2003)

Bonvicino et al. (2001)

Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
Cortés-Ortiz et al. (2003)
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AY065883.1
AY065884.1
AY065885.1

MNO046904

Alouatta palliata
Alouatta pigra
Alouatta pigra

Alouatta caraya

aequatorialis

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida

Desconhecida

Panama Cortés-Ortiz et al. (2003)

México Cortés-Ortiz et al. (2003)

Mexico Cortés-Ortiz et al. (2003)
Argentina Torosin et al. (2020)

(Continua...)
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Citocromo Oxidase subunidade 1 (COI)

ID GENBANK Espécie Subespécie Pais Referéncia
MN046907 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235783 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235784 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235785 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235786 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235787 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235788 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235789 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)
MN235790 Alouatta caraya Argentina Torosin et al. (2020)

MN235781.1 Alouatta guariba clamitans Argentina Torosin et al. (2020)

MN235782.1 Alouatta guariba clamitans Argentina Torosin et al. (2020)
MNO045881 Alouatta guariba clamitans Argentina Torosin et al. (2020)
MNO045882 Alouatta guariba clamitans Argentina Torosin et al. (2020)

KY202428.1 Alouatta guariba Desconhecida Junior et al. (2017)
HQ644333 Alouatta seniculus Desconhecida Di Fiore et al. (2016)
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Material Suplementar S3 Figura 16. Eletroferograma do gene COI para individuos da espécie Alouatta guariba mostrando a sobreposi¢ao de picos (A-G e C-
T). Destacado em preto, o sitio 227 apresentou sobreposicao de picos para varios individuos em ambas as sequéncias (F € R) ou para pelo menos uma delas.
Destacado em vermelho, as sequéncias F ¢ R de um mesmo individuo apresentaram picos de nucleotideos diferentes entre si.
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Material Suplementar S3 Figura 17. Eletroferograma do gene COI para individuos da espécie Alouatta guariba mostrando a sobreposicao de picos (A-G e C-
T). Destacado em preto, o sitio 251 apresentou sobreposicéo de picos para varios individuos em ambas as sequéncias (F e R) ou para pelo menos uma delas.
Destacado em vermelho, as sequéncias F ¢ R de um mesmo individuo apresentaram picos de nucleotideos diferentes entre si.
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Material Suplementar S5 Tabela 14. Abordagens de delimitagcdo de espécies do gene COI e Cyt b que recuperaram as MOTUs consenso dentro do género
Alouatta e quais taxons, com representantes de quais localidades foram incluidos em cada dessas unidades moleculares.

MOTUs N° de abordagens
cOnsenso Analises COI Analises Cytb  recuperaram a Taxons Localidades
MOTU/ N° total
TO, ASAP, PTP, .
pigra bPTP, GMYC (5/5) A. pigra México
A. palliata palliata, A. p. mexicana, A. p.
TO, ASAP, PTP (3/5) trabeata, A. p. coibensis, A. p.
palliata aequatorialis México, Panama e Costa Rica
‘ OT, ASAP, PTP, TO, ASAP, PTP, (10/10) A. sara, A. seniculus, A. seniculus Bolivia, Peru e Brasil (AC e
seniculus 1 bPTP, GMYC bPTP, GMYC puruensis RO)
OT, ASAP, PTP, TO, ASAP, PTP, . .
seniculus 2 bPTP, GMYC bPTP (9/10) A. seniculus, A. s. juara Coldmbia e Brasil (AM)
OT, ASAP, PTP, . . .
macconnelli  bPTP, GMYC TO, ASAP, PTP (8/10) A. macconnelli, A. nigerrima Guiana Francesa ¢ Brasil (AM)
OT, ASAP, PTP, Bolivia, Brasil (MG, GO, PI,
caraya bPTP, GMyYC 1 Ov ASAP PTP (8/10) 4. caraya SP, MT, TO)

ASAP, PTP, . Brasil (RJ, SC, SP, noroeste
guariba 1 GMYC PTP, bPTP (5/10) A. g. clamitans MG)

ASAP, PTP, . Brasil (BA, ES, SP, sul e
guariba 2 BPTP, GMYC PTP, bPTP (6/10) A. g. guariba noroeste de MG)
guariba 3 ASAP, GMYC  TO, PTP, bPTP (5/10) A. g. clamitans Brasil (SC e SP)

. Brasil (margem esquerda do rio
belzebul 1 OT, ASAP, PTP PTP, bPTP (5/10) A. belzebul discolor Xingu, PA)
Brasil (PI, PB e margem direita
PTP, bPTP (5/10) A. belzebul, A. b. ululata do rio Xingu e margem
esquerda e direita do rio
belzebul 2 OT, ASAP, PTP Tocantins, PA)

Abreviagdes dos estados brasileiros: Acre (AC), Rondonia (RO), Amazonas (AM), Minas Gerais (MG), Goias (GO), Piaui (PI), Sdo Paulo (SP), Mato Grosso (MT),
Tocantins (TO), Rio de Janeiro (RJ), Santa Catarina (SC), Bahia (BA), Espirito Santo (ES), Para (PA), Paraiba (PB)
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a6 | A. seniculus juara AJ2-1
| A. senicuius juara AaJ2-2
. befzebul AB10-1
. senicuius juara AJ1-1
. senicilus jusra AJ1-2
. senicwlug jusra AJT-1
. seniciius juara AJ7-2
guariba clamitans ACLAM1-1
guariba clamitans ACLAM1-2
guariba clamitans ACLAMS-1
guariba clamitans ACLAMS-2
guariba clamitans ACLAM11-1
. belzebul AB1D-2
. belzebul ABT-1
. belzebul ABT-2
. belzebul HMTS3886.1-1
. belzebul HMT59886.1-2
. sgnicuilus juara AJd4-1
. senicuius juara A.J4-2
. senicilus juara AJ5-1
. SenicLius juara A.J5-2
. senicuius A54-1
. senicuius AS54-2
. senicuius AS55-1
. senicuius AS5-2
. senicuius ASE6-1
. senicuius AS56-2
. paliiata HM759889.1-1
. palliata HM759899.1-2
. sara HM759300.1-1

. sarg HM759900.1-2

5 B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B b b

. guariba clamitans ACLAM11-2
1 A ecaraya ACAT-1
A caraya ACAT12-1

A_caraya ACATT-1

A caraya HMT39888.1-1
, A caraya ACAT-2
A caraya ACA12-2

&4 | A caraya ACAIT-2

A caraya HM755888.1-2

0.0010

Material Suplementar S4 Figura 18. Arvore Neighbour-Joining (NJ) para o intron NPAS3.2
apresentando ramos com politomias nao distinguindo as diferentes espécies de Alouatta (A. s.
juara, A. seniculus, A. belzebul, A. g. clamitans, A. caraya, A. sara e A. palliata).
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