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RESUMO

Os primatas do Novo Mundo pertencem ao Infra Ordem Platyrrhini e estdo distribuidos
pelas florestas tropicais da América do Sul e América Central. Embora amplamente
estudados, novas espécies continuam a ser descrita a areas inexploradas da regido
amazdnica. A subfamilia Callitrichinae ¢ a que possui a maior diversidade, com 41
espécies conhecidas, com pelo menos 60 tdxons validos. Esta subfamilia retine os
platirrinos de menor porte, que ocorrem tanto na Amazonia quanto na Mata Atlantica.
Suas espécies estdo distribuidas em seis géneros: Saguinus, Leontopithecus, Callimico,
Callithrix, Mico e Cebuella. Para o presente estudo foram considerados os trés géneros
mais derivados da subfamilia, Callithrix, Mico e Cebuella, cuja taxonomia ainda tem
muitas questdes ndo resolvidas. As sequéncias de DNA do gene mitocondrial Citocromo
b mitocondrial (Cyt B) foram obtidos para sete espécies de Mico, cinco de Callithrix e
para o monotipico sagui pigmeu, Cebuella pygmaea. As andlises filogenéticas foram
realizadas utilizando Callimico goeldii como o grupo externo. Os arranjos filogenéticos
mostraram monofiletismo reciproco do grupo da Mata Atlantica (Callithrix) em relagdo
ao grupo Amazodnico (Mico e Cebuella). Com respeito aos arranjos internos observou-se
a seguinte configuracdo para Callithrix: a espécie C. aurita é claramente a mais basal em
comparag¢do com os outros tdxons, mas hé uma politomia envolvendo espécies C. jacchus,
C. penicillata, C. geoffroyi e C. kuhlli. Para o grupo Amazonico foi observado Cebuella
como a linhagem mais basal. Mico humilis aparece como a espécie resultante da primeira
diversificacdo no género, seguindo-se de uma radiacdo explosiva que originou as outras
espécies de Mico. A posi¢do taxonOmica de "humilis", se como espécie de Mico ou
espécie de um género novo (Callibella), foi avaliada com base em divergéncias

nucleotidicas. Os dados mostram que a divergéncia de "humilis" em relacdo a outras



espécies Mico ¢ menor do que a divergéncia de Callithrix aurita em relacdo a outras
espécies de Callithrix. Portanto, podemos concluir que, se "Aumilis" merece o estatuto de
género diferente, como postulado por alguns autores, os mesmos critérios devem ser
aplicados para elevar “aurita” a um género novo, separando-a de Callithrix. Finalmente,
Cebuella pygmaea, até o presente reconhecida pela literatura como monotipica, parece
conter mais de uma espécie, ja que elevadas divergéncias nucleotidicas foram observadas
entre os individuos analisados neste estudo. Os resultados da presente andlise sao bastante
informativos para elucidar aspectos importantes da historia evolutiva dos primatas

pequenos da subfamilia Callitrichinae.

Palavras-chave: Filogenia Molecular, DNA mitocondrial, Primatas do Novo Mundo,

Amazonia, Taxonomia.



ABSTRACT
The New World primates belong to the infraorder Platyrrhini and are distributed by the
tropical forests of South America and Central America. Although extensively studied,
new species continue to be described to unexplored areas of the Amazon region. The
Callitrichinae subfamily is the one that has the greatest diversity, with 41 known species,
with at least 60 valid rate. The primates of the subfamily Callitrichinae gather the smaller
platyrrhines occurring in the Amazon and Atlantic Forest. Its species are distributed in
six genera: Saguinus, Leontopithecus, Callimico, Callithrix, Mico and Cebuella. For the
present study were considered the three most derived genera Callithrix, Mico and
Cebuella and whose taxonomy still has many unresolved issues from the taxonomic point
of view. DNA sequences of the mitochondrial gene cytochrome b (CytB) were obtained
for seven species of Mico, five from Callithrix, and for four specimens of the monotypic
Pygmy marmoset (Cebuella). Phylogenetic analyzes were performed using Callimico
goeldii as the outgroup. The phylogenetic arrangement showed reciprocal monophyly of
the Atlantic Forest group (Callithrix) in relation to the Amazon group (Mico and
Cebuella). Regarding the internal arrangements, there was the following configuration
for Callithrix: the species C. aurita is the most basal compared to other taxa, but there has
been a polytomy involving species C. jacchus, C. penicillata, C. geoffroyi and C. kuhlli.
For the Amazon group was observed pygmy marmoset as the most basal lineage. Mico
humilis appears as the first species to diverge in this genus, followed by a monophyletic
group, possibly resulting from an explosive diversification that originated the other
species of Mico. The taxonomic status of "humilis", whether it be a species of Mico or
species of a new genus (Callibella) was evaluated on the basis of nucleotide differences.

It was observed that the divergence of "humilis" in relation to other species Mico is



smaller than the divergence of C. aurita in relation to other species of Callithrix.
Therefore, we can conclude that if "humilis" deserves the different genus status, as
postulated by some authors, the same criteria should be applied to raise "aurita" to a new
genus, separating it from Callithrix. In turn, pygmy marmoset appears to be a complex of
species, since high nucleotide differences were observed among individuals of this
species, to the present recognized by literature as monotypic. The results of this analysis
are quite informative to elucidate important aspects of the evolutionary history of small

primates of the Callitrichinae subfamily.

Key words: Molecular Phylogeny, Mitochondrial DNA, New World Primates, Amazonia,

Taxonomy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os primatas do Novo Mundo e as primeiras classificacoes sistematicas

Os primatas do Novo Mundo pertencem a infra ordem Platyrrhini, e estdo
distribuidos pelas florestas tropicais da América do Sul e América Central. Sio macacos
que variam de pequeno a médio porte (100g a pouco mais de 1kg), sdo arboricolas,
determinadas espécies possuem cauda preénsil. De acordo com a compilagdo recente de
Rylands & Mittermeier (2009), os platirrinos devem ser acomodados em 19 géneros, 139
espécies, e, considerando-se subespécies, este numero chega a 199 formas distintas. Esta
compilacdo sobre as formas taxondmicas atuais € resultante de intensos debates que vem
sendo travados por cientistas durante décadas de estudos. Inclusive, nos anos recentes,
varias espécies novas tém sido descobertas em areas pouco exploradas da regido
amazonica.

As classificagdes sistematicas mais antigas, em nivel de familia e subfamilia,
consideravam apenas duas familias, Callitrichidae (com Cebuella, Callithrix, Saguinus e
Leontopithecus), e Cebidae incluindo os demais géneros. Esse esquema de duas familias
foi mantido em publicac¢des ao longo de décadas, desde Simpson (1945), Hill (1957, 1960
e 1962), Cabrera (1958), Napier & Napier (1967), Simons (1972). Hershkovitz (1977) foi
o primeiro a sugerir uma terceira familia, Callimiconidae, esta somente para Callimico.

Ap0s o trabalho de Hershkovitz, os primeiros arranjos como base em analises
cladisticas, usando dados morfologicos, foram publicados Rosenberger (1981), Ford
(1986) e Kay (1990). Estes trés autores concordavam com trés grupos claramente bem
definidos, atelineos (Ateles, Brachyteles, Lagothrix e Alouatta), pitecineos (Pithecia,
Chiropotes e Cacajao), e calitriquineos (Saguinus, Leontopithecus, Callithrix, Cebuella
e Callimico), mas divergiam essencialmente em relacdo ao posicionamento de Cebus,

Saimiri, Aotus e Callicebus. Rosenberg (1981) defendia que Cebus e Saimiri como grupo
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irmaos dos calitriquineos, e Callicebus e Aotus como sendo linhagens irmas ligadas clado
dos pitecineos. Por sua vez, Ford (1986) considerava Cebus como a primeira linhagem da
radiagdo dos primatas do Novo Mundo, e posicionava Callicebus como grupo irmao de
Callicebus/Aotus, estes como o segundo ramo mais basal dos platirrinos. Ja enquanto Kay
(1990) colocava Callicebus como o platirrino mais basal, Cebus como o segundo mais
basal, Saimiri como grupo irmao dos calitriquineos, e Aotus como uma linhagem isolada

entre atelineos e calitriquineos. Essas trés topologias sdo mostradas na Figura 1.

1.2 As mudancas na taxonomia dos platirrinos a partir das filogenias moleculares

As primeiras propostas taxondmicas com base em dados moleculares foram
obtidas na década de 1990. Schneider ef al. (1993), em um estudo precursor envolvendo
todos os 16 géneros platirrinos publicaram a primeira filogenia molecular a partir de
sequéncias de DNA do gene nuclear Epsilon-globina, resolvendo algumas das
discordancias dos arranjos referidos anteriormente. Por exemplo, Callicebus destacou-se
como o género mais basal no clado dos Pitecineos; Callimico posicionou-se como o grupo
irmao de Callithrix-Cebuella; Cebus, Saimiri e Aotus agruparam juntos em um Unico
ramo, mais proximamente relacionados com os calitriquineos do que com os outros
platirrinos. Esses arranjos da filogenia de Schneider et al. eram todos fortemente apoiados
na estatistica de bootstrap.

Nos anos subsequentes uma série de filogenias moleculares foram geradas,
algumas concentradas apenas em clados particulares, e outras com todos os géneros de
platirrinos existentes, todos corroborando os dados da primeira filogenia molecular
(Schneider et al., 1996; Goodman et al., 1998; Meireles et al., 1999; Canavez et al., 1999;

Tagliaro et al., 1997; Porter et al., 1999).
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Schneider (2000), em uma revisao agregando dezenas de marcadores moleculares,
propos uma classificag@o para os platirrinos composta de trés familias: Atelidae, Cebidae
e Pitheciidae (Figura 2), com a seguinte composicao: I - Cebidae, com trés subfamilias:
Cebinae (Cebus e Saimiri), Aotinae (Aotus), e Callitrichinae (Cebuella, Mico,
Callithrix, Saguinus, Leontopithecus, Callimico); 11 - Pitheciidae (Callicebus, Pithecia,
Chiropotes, Cacajao), sem subdivisao em subfamilias, e III - Atelidae (4louatta, Ateles,
Lagothrix, Oreonax e Brachyteles), também sem subdivisdo. E importante salientar que
estas conclusdes foram embasadas em uma andlise global de dados moleculares de varios
estudos (Schneider et al., 1996; Canavez et al., 1999; Chaves et al., 1999; Porter et al.
1997; Porter et al., 1999; Pastorini et al., 1998; Meireles et al., 1999).

Groves (2001) propds uma nova classificagdo, com cinco familias: Cebidae
(Cebus e Saimiri), Aotidae (Aotus), Callitrichidae (calitriquineos), Atelidae e Pitheciidae.

Nova mudanga foi proposta por Rylands & Mittermeier (2009), desta vez
mantendo Atelidae, Pitheciidae, Aotidae, e retornando Cebus e Saimiri para a familia
Cebidae juntamente com os calitriquineos.

Na revisdo mais recente sobre este tema, Schneider & Sampaio (2013) defendem
que ndo hé ainda resolu¢do na posi¢ao de Aotus e Cebus/Saimiri junto aos calitriquineos
que justifique as classificagdes propostas por Groves (2001) e por Rylands e Mittermeier
(2009). Com isso, argumentando sobre a necessidade de novos dados robustos para
resolver as politomias ainda existentes na histdria evolucionaria dos platirrinos, Schneider
& Sampaio (2013) defendem a manutencdo das trés familias propostas por Schneider

(2000): Atelidae, Pitheciidae e Cebidae (Figura 3).
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Figura 1. Arranjos cladisticos propostos para os primatas do Novo Mundo, com base em
caracteres de morfologia: a) Rosenberger (1980); b) Ford (1986); Kay (1990). Figura

adaptada de Schneider ef a/ (2001).
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Figura 2 - Arranjo filogenético molecular produzido por Schneider (2000), € uma
classificagdo taxondmica para os primatas do Novo Mundo composta por trés familias.
A figura foi retirada do artigo em questao.
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Figura 3 — Proposta de classificagdo taxonomica para os primatas do Novo Mundo, com
trés familias, recomendada por Schneider & Sampaio (2013). A figura foi retirada do
artigo em questao.
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1.3 A subfamilia Callitrichinae sensu Schneider & Sampaio (2013)

A subfamilia Callitrichinae possui grande diversidade de formas. Rylands &
Mittermeier (2009) reconhecem 42 espécies para este grupo, distribuidas nos géneros
Saguinus (15), Leontopithecus (4), Callimico (1), Callithrix (6), Mico (14), Callibella (1)
e Cebuella (1). Este grupo possui uma distribui¢ao geografica bastante ampla, explorando
os mais diversificados tipos de habitats (Figura 4).

Os calitriquineos apresentam como principais caracteristicas a variagdo na
coloracdo da pelagem, o pequeno tamanho corporal, como o Cebuella pygmaea que ¢é
considerado o menor primata neotropical, pesando aproximadamente 130g e com um
comprimento total de 338 mm (Spix, 1823); as unhas em forma de garras, exceto no
polegar (ausente em Callimico); molares com trés cuspides e auséncia de terceiro molar,
exceto em Callimico, que apresenta o terceiro molar de forma reduzida; parto gemelar
(exceto em Callimico, que apresenta parto com apenas um filhote) (Hershkovitz, 1977).
Sua alimentagao € muito variada, sendo a dieta rica em frutos, insetos, néctar, exsudados
e pequenos vertebrados, e preferem areas de vegetagdo secundarias ou perturbadas devido
a grande e disponibilidade de alimentos (Rylands & Faria, 1993; Snowdon & Soini,

1988).



20

7 ,:,"7/4

////////

R O Ll iddd
PIIIIIIIIIIIIIII Y,

ﬂx{///////// Ly

PILIIOIIIIIP207,

SIILISILESIIISIIITIIIIIIIIIIII VY,

R L L L L L L L L L L Ls

LIVOLIIIIIIIIPIPIIIIIIIIIIIPII 227,

JSILIIILPIIIESEAILIIIIIIEIIIPI71 L

Lo Pl Ly 4

////////////////////Lé @

SOOI/ 'l
OOPLLPIIIPIPIII PP 7277777,
SIIIIIIIIIIIS,
(il ddidd il didddddd
IIIIIIIII SIPIIIIIIIIIIIIIIIIII),
SIELILILELIIILELIIIIIIILIELY,
EATLOLOO ISP LILIIOIIIIIII Y
SASSILIIIIIIIIIIEIIIIIII Y,
(il ddds
" NGIITIIIIIIIIIIIIIY
(L)

Callimico
Callithrix
Mico
Callibella
Cebuella

Leontopithecus

NE7Z 0 ENE

Saguinus

Figura 4. Distribui¢ao geografica dos calitriquineos. Modificado de Rylands e al.
(1993), van Roosmalen & van Roosmalen (2003).




21

A histéria sobre géneros novos na subfamilia Callitrichinae, como Mico e
Callibella, estd intimamente relacionada a achados de filogenias moleculares recentes, e
que tem sido motivo de grande debate entre grupos que defendem a reducdo do numero
de géneros, com base em alta similaridade genérica entre tdxons, e os defensores da
manuten¢do do status genérico de algumas formas tradicionais, apesar da grande
semelhanca genética entre alguns.

Uma das primeiras propostas de mudangas no status genérico nos calitriquineos
foi a de Barroso (1995) e Barroso et al. (1997), que sugeriram que Cebuella pygmaea
passasse a ser chamado de Callithrix pygmaea, ap6és uma analise com sequéncias de DNA
do gene IRBP. O arranjo filogenético obtido pelos autores citados mostrou que Cebuella
pygmaea era mais semelhante as espécies de Callithrix da Amazonia do que Callithrix da
Amazoénia versus Callithrix da Mata Atlantica, justificando assim o rebaixamento de
Cebuella ao status de espécie de Callithrix. Estas conclusdes foram obtidas por outros
autores, como Schneider et al. (1996), Schneider & Rosenberger (1996), Tagliaro et al.
(1997), Porter et al. (1997), e Canavez et al. (1999).

Rylands et al. (2000) reconheceram a estreita similaridade genética entre Cebuella
com as espécies de Callithrix da Amazonia, mas defenderam a manutengdo do status
genérico de Cebuella, com base no seu diminuto tamanho e suas especializacdes
morfoldgicas, que o diferenciava claramente das outras espécies amazoOnicas de
Callithrix. Neste caso, para Cebuella ser mantido como um género separado, Rylands et
al propuseram que os grupos “jacchus” e “argentata” de Callithrix deveriam ser
nominados como géneros diferentes, isto para para manter a congruéncia com a filogenia
molecular. Neste sentido, os autores propuseram o resgate do nome Mico Lesson, 1840
para representar o género que abrigaria as espécies amazonicas de Callithrix, e o nome

Callithrix foi mantido, para representar as espécies da Mata Atlantica.
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Uma nova forma amazdnica que havia sido descrita como Callithrix humilis (van
Roosmalen et al., 1998) foi elevada ao status genérico, sendo nominada de Callibella
humilis por van Roosmalen & van Roosmalen (2003). De ocorréncia em uma pequena
area no meio da distribui¢do de Mico e Cebuella, no interflivio entre os rios Madeira e
Aripuana, o seu status genérico foi defendido com base em uma filogenia molecular a
partir de sequéncias da Regido Controle do DNA mitocondrial, mostrada na Figura 5, em
que C. humilis aparece externamente ao agrupamento de Cebuella como as espécies de
Mico.

Entretanto, o status genérico de Callibella foi questionado por Schneider et al.
(2011), com base em uma reandlise dos mesmos dados mitocondriais usados por van
Roosmalen & van Roosmalen, e em novos dados de sequéncias de segmentos de inser¢des
Alu do genoma nuclear. As arvores filogenéticas obtidas por Schneider et al. (2011)
posicionaram C. humilis mais estreitamente relacionado a Mico do que a Cebuella, em
contraposi¢do ao obtido por van Roosmalen & van Roosmalen (2003). Com base nesse
novo arranjo filogenético (Figura 6) e nos niveis de divergéncias nucleotidicas, Schneider
et al. defenderam que Callibella humilis deveria “retornar” ao seu status original de

espécie de Mico, ou seja, Mico humilis.
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Figura 5. Cladograma obtido por van Roosmalen & van Roosmalen (2003), a partir de
sequéncias de DNA mitocondrial usado para descrever o novo género Callibella. Figura
copiada do artigo.
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Figura 6. Cladograma obtido por Schneider ef al. (2011), a partir de sequéncias de DNA
nuclear, usado para propor a reclassificacdo de Callibella como Mico humilis. Figura
copiada do artigo.
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1.4 A taxonomia e a distribuicdo geografica de Mico e Cebuella

O género Mico compreende 14 espécies reconhecidas (Rylands & Mittermeier,
2009), que estao geograficamente distribuidas ao sul do Amazonas, desde o Rio Madeira
até¢ o interfluvio Xingu-Tocantins. Trata-se de um género bastante complexo, pois as
espécies possuem distribuicdes contiguas, ou muito proximas umas das outras, as vezes
separadas apenas por pequenos afluentes, que podem ou ndo representar barreiras
efetivas. Outra peculiaridade deste género ¢ que algumas espécies s6 foram descritas
recentemente e ainda sdo carentes de estudos mais aprofundados.

Sete espécies de Mico foram descritas da década de 1990 para cd, todas do
interflivio Madeira-Tapajos. Sdo elas: Mico nigriceps Ferrari & Lopes, 1992, Mico
mauesi Mittermeier et. al., 1992, Mico marcai Alperin, 1993, Mico saterei Silva Jr. &
Noronha, 1998, Mico manicorensis Van Roosmalen et al. 2000, Mico acariensis Van
Roosmalen et al. 2000, e Mico rondoni Ferrari et al. 2010. Mico saterei € Mico marcai
pertenciam anteriormente a espécie Mico humeralifer (Hershkovitz, 1997). As outras
cinco foram descritas a partir de uma grande variedade que se acreditava ser M. melanurus
(Rylands, 2012), e que Hershkovitz (1977) havia citado como sendo Callithrix argentata
melanurus. A espécie Mico rondoni foi descrito em Rondonia por Ferrari et al. (2010).

Os representantes de Mico ocupam as florestas Amazonicas dos estados do Par4,
Amazonas, Mato Grosso e Ronddnia, habitam florestas com vegetagao densa e seringais,
andam em grupos de 5 a 15 individuos (Stevenson & Rylands, 1998; Van Roosmalen et
al., 2000).

Cebuella pygmaea tem sido tratada como abrigando duas subespécies, C. p.
pygmaea e C. p. niveiventris (Van Roosmalen e Van Roosmalen (1997). C. p. pygmaea

ocorre na bacia do alto Amazonas, ao norte do Rio Solimdes no Brasil, a oeste do Rio
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Japuré e ao sul do Rio Caqueta, na Colombia, Equador e Peru, tendo como limite leste da
distribui¢do o Rio Japura.

A subespécie C. p. niveiventris ocorre ao sul do Rio Solimdes-Amazonas-
Marafion a leste do Baixo Rio Huallaga e acima do rio Ucayali. Foi registrada no Peru, a
leste dos rios Mayo e Huallaga, e se estendendo para leste e norte da Bolivia até a regido
de Cobija (Aquino & Encarnacion, 1994).

A distribuicdo geografica das 14 espécies de Mico e a de Cebuella pygmaea ¢é

mostrada na Figura 7.
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Figura 7. Distribui¢ao geografica das espécies de Mico e Cebuella. Mapa confeccionado

por Jeferson Carneiro.
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1.5 A taxonomia e a distribuicdo geografica de Callithrix

O género Callithrix abriga seis espécies que ocorrem na Mata Atlantica: Callithrix
aurita (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812), C. jacchus (Linnaeus, 1758), C. geoffroyi
(Humboldt, 1812), C. penicillata (Geoffroy Saint-Hilaire, 1812), C. kuhlli (Coimbra-
Filho, 1985) e C. flaviceps (Thomas, 1903).

As espécies de Callithrix estdo distribuidas nos diferentes biomas do leste
brasileiro, como Caatinga, Cerrado, Florestas, Unidades de Conservagdo, e também em
areas altamente antropizadas (Rylands et al., 2009).

Como pode ser visto na Figura 8, Callithrix jacchus e C. penicillata sdo as que
apresentam as distribui¢des geograficas mais amplas, C. jacchus ocorrendo ao extremo
norte da distribuicdo, e C. penicillata na por¢do mais central do sudeste brasileiro. As
outras quatro espécies apresentam distribui¢des geograficas menores e ao longo do litoral,
com C. kuhlli mais ao norte, seguida de C. geoffroyi, C. flaviceps e C. aurita, esta ltima
no limite sul da distribuicdo. Percebe-se que ha sobreposi¢do da ocorréncia entre elas,
como por exemplo C. penicillata, que tem areas de contato com todas as outras espécies;
C. kuhlli faz contato com C. geoffroyi; C. flaviceps possui zona contato com C. geoffroyi
ao norte e com C. aurita ao sul. O mapa mostrado na Figura 8 foi montado a partir das

distribui¢des mostradas no site da IUCN (http://www.iucnredlist.org/search).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo utilizar dados de sequéncias de DNA do gene
mitocondrial Citocromo b (CytB) no intuito de entender melhor as rela¢des filogenéticas
entre espécies dos géneros Mico, Cebuella e Callithrix, e contribuir com subsidios para a

discussdo sobre o status taxondmico dessas linhagens.

2.2 Objetivos Especificos

* Descrever a topologia das arvores filogenéticas;
* Comparar as divergéncias nucleotidicas entre as espécies e entre 0s géneros;
* Discutir o status taxondmico da linhagem “humilis”;

e Discutir o status taxonomico de Cebuella.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e Extracio de DNA

A amostragem do presente estudo ¢ constituida por 55 exemplares, incluindo
sequencias ja depositadas no Genbank. Estas amostras representam sete espécies do
género Mico (50% da diversidade de espécies do género), cinco das seis espécies de
Callithrix, além de Cebuella pygmaea. Callimico goeldii foi usada como grupo externo
nas analises.

A maioria das amostras do presente estudo faz parte da colecio de DNA do
Laboratério de Genética e Biologia Molecular do Instituto de Estudos Costeiros do
Campus de Braganca, UFPA. Amostras adicionais de Mico, Cebuella e Callithrix foram
gentilmente cedidas pela UFAM (Dra. Izeni Farias, projeto SISBIOTA) e pelo Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro (Dr. Alcides Pissinatti). A relagdo das amostras usadas no
presente estudo € apresentada na Tabela 1.

Quando necessario, a extragdo DNA total foi realizada a partir de amostras de
sangue ou tecido muscular, usando-se o Kit de extragdao de DNA Wizard® Genomic DNA

Purification Kit, da Promega, usando-se as instru¢des do fabricante.

3.2 Amplificaciio e Sequenciamento de DNA do gene CytB

Foi amplificado um segmento com cerca de 1000 pares de base do gene Cyt b, por
meio da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), usando-se para tal o seguinte
par de iniciadores: F - 5° GCACCTACCCACGAAAAGAA 3 ¢ R - ¥
ACATTGCCTCTGCAAATTGA 3’ (Bietal., 2012).

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25uL, contendo os

seguintes componentes: 4uL. da solugdo de DNTP (1,25 mM), 2,5uL. de Tampao 10X,
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IuL de MgCI2 (50mM), 1uL de cada um dos iniciadores (50ng/uL), 1uL de DNA,
0,25uL de Taq polimerase (5U/uL), e 4gua bidestilada estéril para completar o volume
final.

As condicdes de amplificacdo foram as seguintes: desnaturagdo inicial 95°C por
5 minutos, seguindo 30 ciclos por 94°C a 1 minuto, de 50°C a 65°C por 1 minuto para
hibridizacao, e 72°C por 1 minuto; ao final foi realizada uma extensao final a 72°C por 5
minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese com gel de agarose a 1%,
corado com GelRed e visualizados e luz ultravioleta.

As PCRs positivas foram purificadas com PEG 8000 (Dun e Blattner, 1987), e no
passo seguinte foram sequenciadas pelo método de didesoxiterminal proposto por Sanger
e colaboradores 1977. O sequenciamento do DNA precipitado foi feito no ABI 3500 XL

(Applied Technologies).

Tabela 1. Relagdo das amostras usadas no presente estudo.

ESPECIE CODIGO LOCALIDADE
Callimico goeldii NC024628 Genbank
Callithrix geoffroyi KC757388 Genbank
Callithrix geoffroyi HM368005 Genbank
Callithrix jacchus AB572419 Genbank
Callithrix jacchus KM588314 Genbank
Callithrix jacchus AF295586 Genbank
Callithrix jacchus 33 Extremoés, RN
Callithrix jacchus 43 Extremoés, RN
Callithrix aurita 2161 CPRJ
Callithrix aurita 2936 CPRJ
Callithrix aurita 3001 CPRJ
Callithrix penicillata 5056 UNB
Callithrix penicillata 5057 UNB
Callithrix penicillata 5058 UNB
Callithrix penicillata 5060 UNB
Callithrix kuhlli 714 CPRJ
Callithrix kuhlli 812 CPRJ

Callithrix kuhlli 1093 CPRJ



Callithrix kuhlli 484 CPRJ

Callithrix kuhlli 1143 CPRJ

Callithrix kuhlli 1063 CPRJ

Callithrix geoffroyi 88 Criadouro Barbuse Leal, DF
Callithrix geoffroyi 442 Criadouro Barbuse Leal, DF
Callithrix geoffroyi 630 Criadouro Barbuse Leal, DF
Callithrix geoffroyi 956 Criadouro Barbuse Leal, DF
Callithrix geoffroyi 1004 Criadouro Barbuse Leal, DF
Callithrix geoffroyi 5062 Criadouro Barbuse Leal, DF
Mico argentata 21 Cameta (Pard)

Mico argentata 49 CENP

Mico argentata 98 CENP

Mico argentata LB518 Cameta, PA

Mico argentata ABA CENP

Mico argentata CAO02 CENP

Mico argentata LB516 Cameta

Mico humeralifer LB802 Juruti, PA

Mico humeralifer CTGAM211 INPA

Mico humeralifer CA18 CENP

Mico humeralifer CAl6 CENP

Mico humeralifer 1 CENP

Mico mauesi 2765 Nova Olinda, AM
Mico mauesi 4 Nova Olinda, AM
Mico mauesi 1307 Nova Olinda, AM
Mico mauesi 1308 Nova Olinda, AM
Mico rondoni 3108 CPRJ

Mico rondoni 2465 Rio Jamari, RO

Mico saterei 1300 Nova Olinda, AM
Mico saterei 520 Nova Olinda, AM
Mico saterei 1293 Nova Olinda, AM
Mico saterei 524 Nova Olinda, AM
Mico saterei 1312 Nova Olinda, AM
Mico humilis 1 Nova Olinda, AM
Mico chrysoleuca 2614 CPRJ

Cebuella pygmaea 723 CPRJ

Cebuella pygmaea 724 CPRJ

Cebuella pygmaea 8 CENP

Cebuella pygmaea KC757389 Genbank
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CENP: Centro Nacional de Primatas, Ananindeua, Pard; CPRJ: Centro de Primatologia
do Rio de Janeiro; INPA: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia; UNB:
Universidade de Brasilia.
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3.3 Analises das sequéncias de DNA

As sequéncias de DNA foram alinhadas no BioEdit (Hall, 1999).

No MEGA 7.0 (Kumar et al., 2015) foi gerada uma matriz de divergéncias
nucleotidicas P (sem corregao).

Para a reconstrucao filogenética foram usados trés métodos, Agrupamento de
Vizinhos, Parcimdnia e Analise Bayesiana.

As arvores de Agrupamento de Vizinhos e Méxima Parciménia foram obtidas no
MEGA 7.0. Para a de Agrupamento de Vizinhos foi usado o modelo de Tamura-Nei, e
em ambas foi usada a estatistica de bootstrap como estimativa de apoio dos agrupamentos
(Felsenstein, 1985).

A terceira abordagem foi a andlise Bayesiana, e para tal usou-se programa Mr
Bayes (Ronquist & Huelsenbeck, 2003), com valores de probabilidade a posteriori nos
nods da arvore, que € estatistica de apoio dos arranjos neste método. O modelo evolutivo
usado, estimado pelo Kakusan 4 foi HKY85+G (Tanabe, 2007)

O grupo externo nas andlises filogenética foi a espécie Callimico goeldii, ja
demonstrada em estudos prévios ser basal em relagdo a Mico, Cebuella e Callithrix

(Schneider & Sampaio, 2013).
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4. RESULTADOS

O presente estudo usou uma base de dados de sequéncias de DNA contendo 990
pares de bases do gene mitocondrial CytB para avaliar as relacdes filogenéticas entre
espécies de Mico, Callithrix e Cebuella. Foram incluidos na andlise espécimes
representando sete espécies de Mico (M. argentata, M. chrysoleuca, M. humeralifer, M.
mauesi, M. saterei, Mico humilis e M. rondoni), cinco de Callithrix (C. aurita, C. jacchus,

C. geoffroyi, C. penicillata e C. kuhlli) e uma de Cebuella (C. pygmaea).

4.1 Divergéncias nucleotidicas

As divergéncias nucleotidicas em Mico variaram de 0% a 6,8% (Figura 9). De um
modo geral as divergéncias entre individuos da mesma espécie foram inferiores a 1%.
Alguns pares de espécies, como M. humeralifer x M. mauesi e M. saterei X M. mauesi
também apresentaram divergéncias inferiores a 1%. As divergéncias nucleotidicas mais
elevadas foram entre Mico humilis e demais espécies de Mico, estas variando de 5,3% a
6,8%.

Em Cebuella pygmaea, com quatro individuos analisados, observou-se divergéncia
nucleotidicas de 0,1%, de 1,6% e de 1,7%, mas também divergéncias variando de 6% a
8,5% entre os individuos dessa espécie (Figura 9).

No caso de Callithrix, as divergéncias entre individuos da mesma espécie foram
inferiores a 1%, com exce¢do de C. penicillata, onde observou-se divergéncia de 2,3%
entre os individuos. Ja a divergéncia entre espécies diferentes variou de 1,3% (C.

penicillata x C. kuhlli) a 8,6% (C. aurita x C. penicillata) (Figura 10).
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A Figura 11 mostra os percentuais de divergéncias nucleotidicas entre espécies do
grupo da Mata Atlantica (Callithrix) e as do grupo da Amazonia (Mico e Cebuella). No
quadro marcado em cinza, no centro da figura, tem-se a divergéncia entre Callithrix e
Mico, que variou de 10,2% a 11,4%. Na coluna 2, o destaque na cor creme mostra a
divergéncia dentro de Callithrix (6,6% a 7,7%), e da mesma cor na linha 15 a divergéncia
entre Mico humilis e demais espécies de Mico (5,3 a 6,2%). Essa comparacdo ¢ importante
pois sera usada para discutir adiante a questdo do status taxondmico da linhagem
“humilis”.

Outras comparacdes em destaque na Figura 11 estdo marcadas em azul, que
representam as divergéncias nucleotidicas de Cebuella com Mico e Callithrix, e que
variaram de 7,7% a 12,2%.

Na cor salmdo, no tridngulo a direita da figura, destaca-se a divergéncia

nucleotidica dentro de C. pygmaea, que variou de 0,1% a 6,5%.
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Figura 9. Percentual de divergéncias nucleotidicas (P), obtidas a partir de uma base de dados de sequéncias de DNA do gene mitocondrial CytB
com representantes de Callimico goeldii, espécies de Mico e Cebuella pygmaea. Os tridngulos em cor representam as comparagdes entre
individuos da mesma espécie.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

1 C. goeldii KR528428

2 M. chrysoleuca 2614 15

3 M. argentata 21 157 44

4 M. argentata 49 154 46 03

5 M. argentata 98 157 44 0 03

6 M. argentata 518 155 45 01 041 01

7 M. argentata Aba 157 44 0 03 0 041

8 M. argentata Ca02 157 44 0 03 0 01 O

9 M. argentata Lb516 155 45 01 01 01 0 041 04

10 M. humeralifer 802 153 21 36 39 36 37 36 36 37

11 M. humeralifer CTGAM211 1563 21 36 39 36 37 36 36 37 0

12 M. humeralifer Ca18 153 21 39 41 39 4 39 39 4 03 03

13 M. humeralifer Ca16 153 21 36 39 36 37 36 36 37 0 0 03

14 M. mauesi 2765 151 23 37 4 37 39 37 37 39 04 04 07 04

15 M. mauesi 04 151 17 29 32 29 31 29 29 31 07 07 09 07 08

16 M. mauesi 1307 151 17 29 32 29 31 29 29 31 07 07 09 07 08 O

17 M. mauesi 1308 151 17 29 32 29 31 29 29 31 07 07 09 07 08 0 O

18 M. rondoni 3108 149 24 33 33 33 35 33 33 35 21 21 24 21 23 17 171 17

19 M. rondoni 2465 149 24 33 33 33 35 33 33 35 21 21 24 21 23 17 17 17 0

20 M. saterei 1300 151 23 37 4 37 39 37 37 39 12 12 15 12 13 08 08 08 2 2
21 M. saterei 520 151 17 29 32 29 31 29 29 31 07 07 09 07 08 0 0 0 17 17
22 M. saterei 1293 151 23 37 4 37 39 37 37 39 12 12 15 12 13 08 08 08 2 2
23 M. saterei 524 149 23 37 4 37 39 37 37 39 12 12 15 12 13 08 08 08 2 2
24 M. saterei 1312 149 23 37 4 37 39 37 37 39 12 12 15 12 13 08 08 08 2 2
25 M. humilis 1 142 58 68 65 68 66 68 68 66 58 58 58 58 57 57 57 57 53 53
26 C. pygmaea 723 146 89 93 93 93 94 93 93 94 9 9 9 9 89 88 88 88 92 92
27 C. pygmaea 724 147 88 92 92 92 93 92 92 93 89 89 89 89 88 86 86 86 9 9
28 C. pygmaea 8 146 89 92 89 92 9 92 92 9 88 88 88 88 86 B85 85 85 89 89
29 C. pygmaea KC757389 147 85 9 88 9 89 9 9 B89 86 86 86 86 85 84 84 B4 88 88
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Figura 10. Percentual de divergéncias nucleotidicas (P), obtidas a partir de uma base de dados de sequéncias de DNA do gene mitocondrial CytB
com representantes de Callimico goeldii e espécies de Callithrix. Os tridngulos em cor representam as comparacdes entre individuos da mesma

espécie.

1 C. goeldii KR528428
2 C. aurita 3001

3 C. aurita 2161

4 C. aurita 2936

5 C. jacchus AB572419
6 C. jacchus KM588314
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8 C. jacchus 33

9 C. jacchus 43
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11 C. geoffroyi HM368005
12 C. geoffroyi 88

13 C. geoffroyi 442

14 C. geoffroyi 630

15 C. geoffroyi 956

16 C. geoffroyi 1004

17 C. geoffroyi 5062

18 C. peniciliata 5056
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Figura 11. Percentual de divergéncias nucleotidicas (P), obtidas a partir de uma base de dados de sequéncias de DNA do gene mitocondrial CytB
com representantes de Callimico goeldii, Mico, Callithrix e Cebuella. Os triangulos em cor representam as comparagdes entre individuos da

mesma espécie.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 Callimico goeldii KC592391

2 Callithrix aurita 2161 15.8

3 Callithrix jacchus 43 14.6

4 Callithrix geoffroyi 5062 15

5 Callithrix penicillata 5056 14.9

6 Callithrix penicillata 5058 15

7 Callithrix kuhlli 1063 15.3

8 Mico chrysoleuca 2614 15

9 Mico argentata Lb516 1565 4.5

10 Mico humeralifer CTGAM211  15.3 21 37

11 Mico mauesi 2765 15.1 23 39 04

12 Mico rondoni 3108 149 104 24 35 21 23

13 Mico saterei 1300 151 113 23 39 12 13 2
14 Mico saterei 1312 14.9 12 13 2 03
15 Mico humilis 1 14.2

16 Cebuella pygmaea 723 14.6

17 Cebuella pygmaea 724 14.7

18 Cebuella pygmaea 8 14.6

19 Cebuella pygmaea KC757389 14.7
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4.2 Relacgoes filogenéticas

As filogenias moleculares geradas por trés métodos diferentes sdo congruentes em
recuperar o monofiletismo de varios agrupamentos. E o caso da clara separagdo entre os
micos da Amazdénia dos micos da Mata Atlantica. O monofiletismo de Callithrix ¢é
apoiado por 100% de bootstrap na arvore de Agrupamento de Vizinhos, 99% na de
Maxima Parcimoénia, e 100% na arvore de Inferéncia Bayesiana.

O monofiletismo de Mico incluindo M. humilis tem de 100% de apoio na arvore
de Mr Bayes, 94% na arvore de Agrupamento de Vizinhos e 73% na arvore de Méaxima
Parcimonia. Por sua vez, o grupo reunindo as outras seis espécies de Mico (M. argentata,
M. chrysoleuca, M. rondoni, M. saterei, M. mauesi ¢ M. humeralifer) tem apoio de 100%
em Agrupamento de Vizinhos e Inferéncia Bayesiana, ¢ 99% em Maéaxima Parcimonia.
Esta configuracdo filogenética posiciona Cebuella pygmaea como a linhagem mais
externa deste clado amazonico.

A maioria das espécies, tanto em Mico quanto em Callithrix, mostrou
homogeneidade em seus agrupamentos, com todos os individuos em um ramo
significantemente apoiado (apoio maior que 95%), mas algumas excecdes foram
evidentes: 1) o exemplar de M. saterei 520 agrupou no ramo de M. mauesi; 2) o exemplar
de M. mauesi 2765 agrupou com os exemplares de M. humeralifer; 3) os exemplares de
C. penicillata 5056 e 5057 agruparam como linhagens irmas de C. jacchus, enquanto os
outros dois espécimes (5058 e 5060) se posicionaram proximos a C. kuhlli; 4) o espécime
C. kuhlli 484 nao agrupou com os demais da espécie. Essas incongruéncias filogenéticas
foram comuns nas trés arvores.

No género Callithrix destaca-se o posicionamento basal de C. aurita em reagdo as

demais espécies, topologia apoiada por 100% nos trés métodos usados.
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A similaridade do padrao filogenético tanto em Mico como em Callithrix é que,
com excecao de Mico humilis e C. aurita, claramente as linhagens basais de cada género,

o relacionamento entre as demais espécies ¢ uma grande politomia ndo resolvida.
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Figura 12. Arvore filogenética de Agrupamento de Vizinhos, construida no MEGA 7.0

a partir de uma base de dados de 960 pares de bases do gene mitocondrial CytB. Os
nimeros nos nos sao valores de Bootstrap com 1000 pseudoréplicas.
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Figura 13. Arvore filogenética de Méaxima Parciménia, construida no MEGA 7.0 a
partir de uma base de dados de 960 pares de bases do gene mitocondrial CytB. Os
nimeros nos nos sao valores de Bootstrap com 1000 pseudoréplicas.
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Figura 14. Arvore filogenética de Inferéncia Bayesiana, construida no Mr Bayes a partir
de uma base de dados de 960 pares de bases do gene mitocondrial CytB. Os nimeros
nos nds sao valores de Probabilidade a Posteriori.
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5. DISCUSSAO

5.1 O padrao de diversificacio em Mico e Callithrix

As arvores filogenéticas obtidas no presente estudo, a partir de sequencias de
DNA do gene mitocondrial CytB revelam um padrdo de diversificacdo muito similar para
Mico, na Amazobnia e Callithrix, na Mata Atlantica. Os dados, tanto do padrdo de
ramificagdo das arvores como pelas divergéncias par-a-par, mostram uma primeira
radiagdo originando simultaneamente Mico humilis (Amazonia) e Callithrix aurita (Mata
Atlantica). Estas duas espécies sdo bem diferentes geneticamente do grupo resultante de
uma segunda radiacdo que originou as demais espécies em cada grupo. A arvore de
Agrupamento de Vizinhos (Figura 12), que ¢ baseada em divergéncias genéticas, mostra
bem que a emergéncia de M. humilis e de C. aurita ocorrem praticamente num mesmo
momento. Por exemplo, as divergéncias de M. humilis em relagdo as outras espécies de
Mico variam 5,3% a 6,6%, e as de Callithrix aurita em relagdo as demais espécies de
Callithrix variam entre 6,6% e 7,7%, ou seja, bastante similares.

Os dados moleculares mostram uma segunda radiagdo, bem mais recente, que
originou as demais espécies representadas neste estudo, no caso M. argentata, M.
chrysoleuca, M. rondoni, M. humeralifer, M. mauesi ¢ M. saterei, estas do clado
amazonico, e C. jacchus, C. geoffroyi, C. penicillata e C. kuhlli, do clado da Mata
Atlantica.

As relagdes interespecificas nesses dois grupos da radiacdo mais recente nao
puderam ser elucidadas na presente analise. As topologias sdo politomicas, sugerindo um

padrao de radia¢do explosiva em ambos os biomas.
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Os estudos filogenéticos prévios possuem pouca representatividade de taxons, de
forma que, com exce¢do da posicao basal de C. aurita no grupo da Mata Atlantica, nada

esta elucidado ainda na taxonomia de Mico e Callithrix.

Tagliaro et al (1997) realizaram a primeira filogenia molecular em nivel
interespecifico em Callithrix, usando sequencias da Regido Controle mitocondrial. Nas
topologias geradas, C. aurita revelou-se basal no clado da Mata Atlantica, mas todos os
outros arranjos com as espécies desse grupo foram fracamente apoiados. No grupo da
Amazodnia, M. mauesi mostrou-se estreitamente relacionado a M. humeralifer, mas
apenas trés espécies (M. mauesi, M. argentata e M. humeralifer) estiveram representadas
no estudo. Van Roosmalen & Van Roosmalen recuperaram topologia similar a de
Tagliaro et al para Callithrix da Mata Atlantica (politomia), e para a Amazonia C. mauesi
agrupou fortemente com C. humeralifer), acrescentando na base de dados da Regido
Controle a espécie C. manicorensis além das estudadas no estudo anterior.

Schneider et al (2011), avaliou as relagdes filogenéticas de Mico e Callithrix
usando também a Regido Controle mitocondrial e dados nucleares, recuperaram no clado
Mico um arranjo fortemente apoiado de M. humeralifer, M. mauesi e M. saterei, tendo M
argentata como grupo irmao e M. humilis como a linhagem mais basal de Mico. No grupo
da Mata Atlantica ficou confirmada somente a posi¢ao basal de C. aurita, e os demais
relacionamentos foram politdmicos. Um cendrio similar foi obtido com os dados
nucleares.

Um achado interessante em todos os estudos acima citados, e também registrado
na presente analise, foi o parafiletismo de algumas espécies, tanto em Mico como em
Callithrix. E o caso de individuos de M. mauesi agrupando com M. humeralifer ¢ também

M. saterei no ramo de M. mauesi. Em Callithrix, observou-se individuos de C. penicillata
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divididos em dois grupos distintos, um proximamente relacionado a C. jacchus e outro
como uma linhagem independente proxima a C. kuhlli. Também ndo foi possivel
recuperar o monofiletismo de C. kuhlli. E importante mencionar que os espécimes de
Mico envolvidos no parafiletismo sdo os mesmos dos estudos de Tagliaro et al (1997),
Van Roosmalen & Van Roosmalen (2003) e na presente analise.

O parafiletismo observado neste e em estudos prévios pode ser consequéncia de
hibridizacdo natural nestas espécies. No caso do clado amazdnico, M. saterei, M. mauesi
e M. humeralifer tem distribuicdo contigua, com zonas de contato (ver Figura 7), o que
certamente pode favorecer a hibridizagdo natural entre estas espécies. E importante
mencionar ainda que estas espécies sdo geneticamente muito similares, com divergéncias
nucleotidicas inferiores a 1,5%, indicando pouco tempo de separagdo apds a
diversificacdo. No caso do clado atlantico, C. penicillata, a espécie que mostra claro
parafiletismo, € a que apresenta a distribuicdo geografica mais ampla e com zonas de
contato com todas as outras espécies do género. Portanto, hibridizacdo na natureza ¢
bastante provavel entre essas espécies, que sO apresentam divergéncias genéticas da
ordem de 3% para CytB, ou seja, sdo espécies muito recentes, que ainda ndo atingiram a
quantidade de diferencas genéticas necessarias para garantir um isolamento reprodutivo
eficiente.

Alguns autores tém relatado hibridizacdo entre espécies de Callithrix, como
Nogueira et al (2011), que estudaram o caridtipo de hibridos de C. aurita com C. jacchus
ou C. penicillata. Silva (2014) realizou um amplo levantamento da ocorréncia de hibridos
de Callithrix no estado de Minas Gerais, tendo registrado muitos hibridos de espécies

nativas com as invasoras C. jacchus e C. penicillata.
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5.2 O status taxondmico da linhagem “humilis”

Os dados da presente analise mostram Cebuella pygmaea como a linhagem mais
basal do clado amazbnico, e Mico humilis como a espécie irma de todas as demais do
género Mico, arranjo este observado em todas as arvores. Este posicionamento ¢ apoiado
por 97% na analise de Inferéncia bayesiana, 94% na arvore de Agrupamento de Vizinhos,
e 73% na arvore de Parcimonia. Estes dados, subsidiados pela topologia das arvores
envolvendo as espécies de Callithrix, e pelas divergéncias nucleotidicas par-a-par,
apoiam fortemente a nossa proposta de que “humilis” deva permanecer como espécie de
Mico e ndo como espécie de Callibella, como previamente proposto na literatura.

A linhagem “humilis” foi apresentada ao mundo pela primeira vez no final da
década de 1990, como Callithrix humilis, por Van Roosmalen ez al. (1998). E importante
lembrar que antes de 2000 os pequenos micos da Amazdnia e da Mata Atlantica eram
classificados como espécies pertencentes ao género Callithrix, do grupo ‘“‘argentata”
(Amazonia) e do grupo “jacchus” (Mata Atlantica) (Hershkovitz, 1977). Esta nova forma
de Callithrix descoberta por Van Roosmalen apresentava um porte pequeno, algo
intermediario entre o pigmeu Cebuella e as outras espécies de Callithrix da regido.
Segundo Van Roosmalen, a distribuicdo geografica de Callithrix humilis era muito
pequena, encravada entre os rios Madeira e Aripuand. A descricdo de Callithrix humilis
foi feita somente com base em caracteristicas morfoldgicas.

Em 2003 Van Roosmalen e Van Roosmalen propuseram a mudanca do status de
Callithrix humilis, elevando-o ao nivel de género, propondo assim um género novo para
a Amazodnia, denominado de Callibella. Esta proposta de revisdo taxondmica foi baseada
em uma andlise realizada pelos autores a partir de uma filogenia molecular com

sequéncias de DNA da Regido Controle mitocondrial, em que Callithrix humilis agrupava



49

externamente ao agrupamento de Cebuella com as demais espécies de Callithrix da
Amazobnia (ver Figura 5).

O novo género, Callibella, foi bem aceito pela comunidade cientifica. Na revisao
publicada por Rylands et al. (2000) este taxon € listado como Callibella humilis. Ford e
Davis (2009), baseados em morfologia e andlises do esqueleto pos-craniano, concluiram
que Callibella ¢ morfologicamente diferente dos outros calitriquineos.

A problematica taxondmica envolvendo a linhagem “humilis” foi retomada por
Schneider et al. (2012), que reanalisaram a mesma base dados usada por Van Roosmalen
& Van Roosmalen (2003), acrescentando algumas sequéncias novas da Regido Controle
mitocondrial e uma base de dados adicional de sequéncias de DNA nuclear de inser¢des
Alu. Estes autores demonstraram que, tanto na analise com DNA mitocondrial como na
de dados nucleares, a linhagem “humilis” agrupava com as espécies de Mico e ndo
externamente a Cebuella como haviam mostrado Van Roosmalen & Van Roosmalen
(2003). Com base em altos valores de apoio estatistico das duas arvores (mitocondrial e
nuclear), Schneider et al recomendaram o retorno de “humilis” ao status de espécie de
Mico, como originalmente descrito por Van Roosmalen et al. (1998).

Garbino (2013), a partir de anélises puramente morfologicas, mostrou a existéncia
de um grupo monofilético entre Cebuella e Mico, com Callibella se posicionando dentro
de Mico. A partir dessa andlise, Garbino refere-se a “humilis” como Mico humilis,
descordando de trabalhos anteriores com o de Ford e Davis (2009).

O fato de Mico humilis ser a espécie mais basal do género, e bastante divergente
das demais, poderia suscitar novamente o questionamento de “por que ndo o considerar
como género diferente”? De fato, se a arvore filogenética for analisada somente com Mico

e Cebuella, nao ha nenhuma incoeréncia em deixar Callibella com seu status genérico,
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pois teriamos Cebuella como o género mais basal, Callibella como a segunda linhagem
a diversificar, e finalmente Mico como outro género, monofilético, irmao de Callibella.

Para reforcar nossa tese de que “humilis” pertence a Mico e nao a Callibella,
analisamos as divergéncias nucleotidicas de CytB tanto no clado Mico como em
Callithrix, e verificamos que a divergéncia de “humilis” em relagdo as espécies de Mico
¢ menor (5,3% a 6,6%) do que de Callithrix aurita em relacdo as demais espécies de
Callithrix (6,6% a 7,7%). Estes dados consolidam a nossa proposta de manter “humilis”
como espécie de Mico. Caso contrario, a taxonomia de Callithrix aurita deveria ser
revista, passando esta a um status de género novo na Mata Atlantica.

Embora havendo esta possibilidade de se criar novos géneros com base em
filogenia molecular combinada com niveis de divergéncias nucleotidicas, ¢ importante
observar os relatos da literatura sobre a ocorréncia de hibridizagao natural, principalmente
entre espécies de Callithrix. O estudo de Silva et al. (2014) explora esta questdo,
descrevendo grande quantidade de registros de hibridos no estado de Minas Gerais.
Temos também o estudo de Nogueira et al (2011) que confirmou por andlise
cromossOmica a ocorréncia natural de hibridos de C. aurita com C. jacchus ou C.
penicillata. Portanto, talvez seja inapropriado elevar ao status de género uma espécie que
cruza naturalmente com outra espécie no ambiente natural.

E importante destacar que conclusdes similares foram levantadas por Schneider

et al. (2012) com marcadores moleculares diferentes dos aqui utilizados.

5.3 O status taxondomico de Cebuella e sua diversidade intraespecifica

Cebuella pygmaea, o menor platirrino conhecido tem sido considerado como
abrigando uma uUnica espécie, C. pygmaea. A descoberta de novas areas de ocorréncia e

exames mais detalhados sobre a sua morfologia, tem subsidiado a proposta de existéncia
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de duas subespécies, C. p. pygmaea e C. p. niveiventris (Van Roosmalen e Van
Roosmalen (1997), separadas pelo Rio Solimdes. Cebuella. p. pygmaea ocorre na bacia
do alto Amazonas, ao norte do Rio Solimdes no Brasil, a oeste do Rio Japura e ao sul do
Rio Caquetd, na Colombia, Equador e Peru, tendo como limite leste da distribui¢ao o Rio
Japurd. Por sua vez, C. p. niveiventris ocorre ao sul do Rio Solimdes-Amazonas-Marafion
a leste do Baixo Rio Huallaga e acima do rio Ucayali. Foi registrada no Peru, a leste dos
rios Mayo e Huallaga, e se estendendo para leste e norte da Bolivia até a regido de Cobija
(Aquino & Encarnacion, 1994).

Sobre a posi¢do de Cebuella em relagdo aos demais platirrinos, Natori (1994), em
um estudo de fenologia, sugeriu pela primeira vez que Cebuella era um taxon mais
proximo dos saguis da Amazonia.

Barroso et al. (1997), em um trabalho utilizando sequencias de DNA do gene
IRBP, confirmou a estreita relagdo de Cebuella pygmaea com as espécies de Callithrix
do grupo “argentata”, os da Amazonia. Com base nisso, os autores propuseram sua
incorporagdo ao género Callithrix, passando a denomina-la de Callithrix pygmaea.

As filogenias moleculares obtidas por Tagliaro et al. (1997), com dados
mitocondriais, e de Chaves et al. (1999), com dados nucleares, confirmaram a maior
proximidade de Cebuella com os micos da Amazonia.

Foi entdo que Rylands et al 2000 reacenderam a discussdo sobre o status
taxondmico de Cebuella. Defendendo que por ser um primata com caracteristicas
morfoldgicas peculiares, este merecia recuperar o seu status genérico. Entretanto,
entendendo também a necessidade de manter a coeréncia entre os arranjos filogenéticos
e classificacdes taxondmicas, esses autores propuseram o seguinte arranjo conciliador:

Cebuella seria mantido como género, os calitriquineos amazonicos seriam acomodados
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em um novo género, Mico, e os da Mata Atlantica permaneceriam no género Callithrix.
Esta proposta tem sido aceita até os dias atuais.

Os dados do presente estudo mostram que filogeneticamente Cebuella ¢ a
linhagem mais basal dos micos amazonicos. E analisando sob esta otica do arranjo
filogenético, ndo ¢ possivel negar a Cebuella o seu status genérico.

Mas ¢ interessante ressaltar que os dados de divergéncia nucleotidica (ver Figura
11), ndo deixam Cebuella muito “confortivel” nessa posi¢io de género distinto. E
possivel ver que a divergéncia de Cebuella para Mico varia de 7,7% a 8,9%, de Cebuella
para Callithrix de 9,6% a 12,1%, e de Mico para Callithrix de 10,2% a 11,4%, ou seja,
Cebuella é geneticamente mais similar a Mico do que Mico ¢ a Callithrix. Estes achados,
se confirmados com andlises adicionais com outros marcadores, podem trazer de volta
esta importante questdo sobre o status genérico de Cebuella.

Finalmente chama a aten¢do o fato de que altos valores de divergéncia
nucleotidica foram observados ente os individuos de C. pygmaea. Enquanto espécimes
mostram divergéncia de 0,1% e 1,7%, valores que podem ser considerados para
comparagdes intraespecificas, outros apresentam divergéncias variando de 6 a 6,6%
(Figura 11), que sao muito maiores que as comparacdes de varios pares de espécies tanto
em Mico como em Callithrix. Os espécimes 723 e 724 sdo oriundos da margem direita
do Japurd, area de ocorréncia de C. p. pygmaea. Os outros dois espécimes sdo amostras
de cativeiro e sem a procedéncia real conhecida. Mas os dados obtidos sugerem que
podem pertencer talvez a C. p. niveiventris. O fato € que, estamos diante de duas formas
genéticas de Cebuella, com niveis de divergéncia nucleotidica compativeis com o status
de espécies diferentes. Portanto, sugere-se estudos adicionais com amostras de
procedéncia conhecida, para confirmar esta tese de que Cebuella pode conter mais do que

uma espécie.
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6. CONCLUSOES

As principais conclusdes deste estudo sdo:

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Os géneros Mico e Callithrix sdo monofilético;

Cebuella pygmaea ¢é a linhagem mais basal dos pequenos calitriquineos amazonicos;

A linhagem “humilis” deve ser considerada uma espécie do género Mico e ndo um
género novo;

Mico humilis e Callithrix aurita sdo as linhagens basais de seus respectivos géneros, e
surgiram em um tempo evolutivo bem similar;

A topologia em formato de estrela sugere que a radiagdo que originou as espécies mais
novas tanto de Mico como em Callithrix parece ter sido um evento explosivo.

O compartilhamento de haplotipos entre espécies sugere contato secundario e
hibridizagao. Isso parece ter ocorrido com Mico mauesi, M. saterei, M. humeralifer, na
Amazonia, e com Callithrix penicillata e C. kuhlli, na Mata Atlantica;

Cebuella pygmaea apresenta divergéncias nucleotidicas com Mico e Callithrix da
mesma ordem de magnitude que entre Mico e Callithrix, o que pode colocar em duvida
o seu status de género diferente;

Cebuella parece abrigar mais de uma espécie, isto indicado pelas elevadas divergéncias

nucleotidicas entre os espécimes deste taxon.
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