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RESUMO

Pertencentes a Infraordem Pilosa, familia Bradipodiade, as preguicas Bradypus tridactylus e
Bradypus variegatus podem ser encontradas no bioma Amazo6nia. Apresentam caracteres
diagndsticos como cor da pelagem da face e da garganta em amarelo dourado e marrom, e
auséncia e presenca de mancha negra ao redor dos olhos, respectivamente, que as distinguem
entre si. Nos fragmentos florestais da regido do municipio de Manaus-AM, € possivel
observar preguicas que possuem caracteristicas intermediarias entre as duas espécies. O
objetivo deste trabalho foi identificar as preguicas encontradas em Manaus, verificando se ha
ocorréncia de hibridizacao entre elas. Foram utilizadas um total de 32 amostras, sendo sete da
regido controle de B. variegatus, uma da regido controle de B. tridactylus e as outras 24
pertencentes aos fragmentos florestais da cidade de Manaus, em que sdo identificados
individuos de B. variegatus, B. tridactylus e Bradypus sp., baseando-se nas caracteristicas
morfolégicas. Para o presente estudo foram utilizadas a regido controle do DNA mitocondrial
(Dloop) e 10 loci microssatélites do DNA nuclear. Resultados das analises moleculares de
Dloop mostram a existéncia bem suportada de dois clados monofiléticos, separando as duas
espécies de preguica: B. tridactylus e B. variegatus, ao norte e ao sul do Rio Negro e
Amazonas, respectivamente. Através da analise do programa STRUCTURE, verificou-se que
0 numero de grupos bioldgicos geneticamente distintos foi de K=2, sendo possivel distinguir
individuos puros de cada uma das espécies, bem como foi possivel observar a existéncia de
individuos com diferentes propor¢des de associacdo a um dos clusters. Esses individuos
foram identificados como hibridos, em que € possivel verificar a ocorréncia de geragéo F1, F2
e retrocruzamentos, indicando a fertilidade dos mesmos. A consequéncia da existéncia de
hibridos férteis para o processo evolutivo das espécies envolvidas podem variar de
insignificantes a drasticas, sendo necessarios estudos que gerem informacgdes empiricas,
visando auxiliar na elaboragcdo de estratégias de manejo, conservacdo e protecdo dessas

espécies.

Palavras-chave: Preguica, Bradypus, Hibridizacdo, Genetica.



ABSTRACT

Belonging to Infraorder Hairy, Bradipodiade family, Bradypus tridactylus and Bradypus
variegatus sloths can be found in the Amazon biome. They present diagnostic characters such
as color of the face coat and throat which are golden yellow and brown, absence and presence
of black spot around the eyes, respectively, that distinguish them from each other. In forest
fragments of Manaus-AM, it is possible to observe sloths that have intermediate
characteristics between the two species. The objective of this study was to identify the sloths
found in Manaus, checking for the occurrence of hybridization between them. A total of 32
samples were used, seven control region of B. variegatus, one of the region control B.
tridactylus and the other 24 forest fragments belonging to the city of Manaus, where we
identify individuals of B. variegatus, B. tridactylus and Bradypus sp., based on morphological
characteristics. For the present study we used the control of mitochondrial DNA region
(Dloop) and 10 microsatellite loci of the nuclear DNA. Results of molecular analyzes of
Dloop show the existence of two well-supported monophyletic clades, separating the two
species of sloths: B. tridactylus and B. variegatus, in the north and south of the Rio Negro and
Amazon, respectively. Through analysis of the STRUCTURE program, it was found that the
number of genetically distinct groups biological was K=2, it is possible to distinguish pure
individuals of each species, and it was possible to observe the existence of individuals
association with different proportions one of the clusters. These individuals were identified as
hybrids, and it is possible to can check the occurrence of F1 generation, F2 and backcross,
indicating the fertility of them. The consequences of the existence of fertile hybrids to the
evolutionary process of the species involved can range from insignificant to drastic, so that it
is necessary studies that generate empirical information, aimed at assisting in the development

of management strategies, conservation and protection of these species.

Keywords: Sloth, Bradypus, Hybridization, Genetic.
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INTRODUCAO

Caracterizacdo das Espécies

A subordem Xenarthra (antiga ordem Edentata), caracterizada por possuir articulagdes
adicionais entre as vértebras lombares (MEDRI et al. 2012), é atualmente subdividida em
duas infraordens: Pilosa, representada por preguicas e tamanduas, caracterizada pelo corpo
recoberto por pelos; e Cingulata, representada pelos tatus, caracterizada pelo corpo recoberto
por uma armadura (GLASS, 1985).

As preguicas sdo mamiferos encontrados nas florestas tropicais da América
(GILMORE et al. 2008) e apresentam, atualmente, duas familias: Megalonychidae, preguicas
de dois dedos e Bradipodidae, representada pelas preguicas de trés dedos. A familia
Megalonychidae é composta por duas espécies viventes do género Choloepus, Illiger, 1811:
C. hoffmanni, encontrada desde o norte da Nicardgua até noroeste da América do Sul,
Colémbia, Venezuela, Guiana, Equador, Peru, oeste do Brasil (sudoeste do Amazonas até o
norte do Mato Grosso) e Bolivia; e C. didactylus, com distribuicdo ao leste dos Andes, sul da
Colémbia, Venezuela, Guianas, Equador, Peru e norte do Brasil, no bioma da Amazonia
(WETZEL, 1985; MEDRI et al. 2012).

A familia Bradipodidae, é representada por quatro espécies viventes do género
Bradypus, Linnaeus, 1758: B. torquatus, endémica da Mata Atlantica brasileira; B.
tridactylus, que ocorre desde o delta do Rio Orinoco na VVenezuela, terras altas do Amazonas,
florestas das Guianas, Suriname até o norte do Brasil, onde pode ser encontrada em simpatria
com C. didatylus; B. variegatus, com distribuicdo desde Honduras ao oeste da costa do
Equador, Colémbia, Venezuela, leste dos Andes e através das florestas do Equador, Peru e
Bolivia e nas forestas do Brasil, estando ausente nos estados do Amapa e norte do Para, Santa
Catarina e Rio Grande so Sul; e B. pygmaeus (endémica da llha Escudo de Veraguas, no
Panama) (WETZEL, 1985; EMMONS, 1997; ANDERSON & HANDLEY, 2001;
CASSANO, 2006; REUS & SOUZA, 2007; CHIARELLO, 2008; MEDRI et al. 2012).

Familia Bradipodidae: O género Bradypus
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Conhecidas como preguica de trés dedos, por apresentarem trés garras longas em cada
membro anterior e posterior, a familia Bradipodidae possui 8 ou 9 vértebras cervicais nao
fusionadas, que Ihe conferem grande flexibilidade, incluindo girar a cabeca em até 270°
(MEDRI et al. 2012).

As preguicas de modo geral, possuem metabolismo e temperatura corporal baixos
(GILMORE et al. 2001), relacionados ao consumo de alimentos com baixo teor energético,
como no caso das preguicas da familia Bradipodidae, que sdo folivoras auténticas,
alimentando-se de folhas, galhos macios e gemas laterais ou apicais de diversas espécies de
plantas (PEREIRA JR., 2007; MEDRI et al. 2012). Os dentes e musculos sdo adaptados a
trituracdo do material vegetal (CORK & FOLEY, 1991). A maxila tem 10 dentes e a
mandibula 8, sem a presenca de caninos ou incisivos verdadeiros (MEDRI et al. 2012),
apenas dentes molares (PEREIRA JR., 2007).

Segundo Medri et al. (2012), o baixo metabolismo das preguicas pode exercer funcoes
adaptativas como reduzir a absor¢do de substancias tdxicas presentes nas plantas. Outra
adaptacdo relacionada a sua alimentacdo € o trato digestivo modificado (PEREIRA JR.,
2007), que consiste em um estdmago grande e dividido em quatro cdmaras (nas trés primeiras
ocorre a fermentacao e na quarta a acdo de acidos e enzimas) para digestdo da vegetacdo com
auxilio de bactérias capazes de digerir celulose (CORK & FOLEY, 1991; CASSANO, 2006;
MEDRI et al. 2012).

O baixo metabolismo das preguicas seria ainda importante no estabelecimento de
longos periodos gestacionais, intenso cuidado materno com a prole e reduzido nimero de
filhotes por gestacédo, sendo consideradas estrategistas K (PEREIRA JR., 2007).

Ao contrario das preguicas-de-dois-dedos, que sdo estritamente noturnas, as preguicas
do género Bradypus sdo ativas tanto durante o dia quanto durante a noite (CHIARELLO,
2008). As preguicas possuem habito solitario, sdo arboreas, raramente descem das arvores, e
nadam muito bem. V&o ao solo aproximadamente uma vez a cada sete dias para urinar e/ou
defecar, podendo se deslocar no chdo para outras arvores (EMMONS, 1997; CASSANO,
2006; GILMORE et al. 2008; MEDRI et al. 2012). Devido a termorregulacdo, mostram
tendéncia a ocupar arvores com copas expostas ao sol para ir ao topo se esguentar
(EMMONS, 1997; GILMORE et al. 2001; MEDRI et al. 2012).

De acordo com Eisenberg (1981), as preguicas apresentam uma estrutura social néo
coesiva, ndo sendo completamente solitarias, apresentando dois tipos de relacdo: macho-
fémea, durante o acasalamento; e mae-filhote, com cuidado parental realizado pela mée, por

aproximadamente seis meses. Apos esse periodo, a mée deixa o filhote na sua area de vida e
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vai para outra area, evitando a competicdo de recursos e espaco com a prole (DO CARMO,
2002; MEDRI et al. 2012). Os individuos atingem a maturidade sexual por volta dos trés ou
quatro anos de idade, tendo ambos 0s sexos praticamente 0 mesmo tamanho. Apds uma
gestacdo de 106 dias (BENIRSCHKE, 2008), normalmente nasce um filhote (GILMORE et
al. 2008; MEDRI et al. 2012)

Sua vida social € influenciada pelo olfato, por liberarem secre¢des odoriferas,
provavelmente feroménios, nas glandulas anais, que sdo utilizadas para marcar trajetos em
arvores, advertir de sua presenca e possivelmente a condicdo sexual do individuo
(DICKMAN, 2001 apud MEDRI et al. 2012).

Em periodos Umidos, a coloragdo das preguicas fica verde devido a presenca de
diferentes espécies de algas simbiontes que vivem em sua pelagem, que servem de alimento
para mariposas, auxiliando na sua camuflagem na floresta, sendo uma relacdo benéfica para
ambas (GILMORE et al. 2001; PEREIRA JR., 2007; REUS & SOUZA, 2007; MEDRI et al.
2012).

As Espécies da Amazénia: Bradypus tridactylus e Bradypus variegatus

A espécie Bradypus variegatus (SCHINZ, 1825), conhecida como preguica-da-
garganta marrom ou preguica-comum, tem comprimento médio de 58 ¢cm, sua cauda possui
aproximadamente 5,8 cm e seu peso médio é 4,3 kg (MEDRI et al. 2012). Sua pelagem varia
do marrom palido ao marrom amarelado, com manchas esbranquicadas na parte traseira
(MEDRI et al. 2012), apresenta cabeca pequena, com pelos de cor esbranquicados, em que se
realca pelos de cor negra ao redor dos olhos (PLESE, 2014) (Fig. 1).

A preguica da garganta amarela ou preguica bentinho, Bradypus tridactylus
(LINNAEUS, 1758), possui comprimento médio de 50 cm, sua cauda tem de 3 a 8 cm e peso
médio de 3 a 6 kg (MEDRI et al. 2012). Sua pelagem é de cor marrom acinzentado, similar a
B. variegatus, porém apresenta a regido da testa e garganta de cor amarela (MEDRI et al.
2012), possui cabeca pequena, com pelos de cor amarelo dourado, ndo apresentando pelos de
cor negra ao redor dos olhos (PLESE, 2014), sendo este um caractere diagnéstico para
diferenciar da espécie B. variegatus (Fig.2). Apesar de ser encontrada com frequéncia nos
fragmentos florestais e area rural da cidade de Manaus, B. tridactylus € uma espécie pouco
estudada (DO CARMO, 2002).



Figura 1: Espécime de B. variegatus,
em que pode se observar a garganta de
pelagem marrom e a cabega com pelos
esbranquicados e manchas de cor
negra ao redor dos olhos (Foto:
flickr.com/ozgil).
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Figura 2: Espécime de B. tridactylus,
em gue pode se observar a garganta de
pelagem amarela e a cabega com pelos
amarelo dourado e auséncia de
manchas de cor negra ao redor dos
olhos (Foto: J. Tascon).

Os machos de ambas as espécies apresentam uma mancha de pelos curtos de cor

laranja com uma listra preta no centro da mesma, sendo considerado um dimorfismo sexual,

gue comeca a aparecer apenas quando a preguica esta na fase juvenil (GILMORE et al. 2001,
PEREIRA JR., 2007; MEDRI et al. 2012). Esta mancha é denominada especulum (WETZEL,

1985) (Fig. 3)
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Figura 3: Macho de preguica com
0 especulum nas costas (Foto: Ana
Paula Melo Corréa).

A distribuicdo geografica dessas duas espécies vem sendo tema de discussdo ao longo
dos anos. A distribuicdo assumida nos trabalhos e pesquisas com essas espécies € a que se

encontra na IUCN, que podem ser observadas na figura 4.
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Figura 4: Distribuigdo geogréfica das preguicas B. tridactylus (A) e B. variegatus (B).



19

Como pode-se observar na figura 4, as duas espécies de preguica ndo ocorrem em
simpatria, tendo o Rio Negro e Amazonas funcionando como barreira ao fluxo génico entre
elas, fato que podemos encontrar na literatura nos trabalhos de Gardner (2007), Aguiar & Da
Fonseca (2008) e Hayssen (2009). Porém, Moraes-Barros et al. (2010) ao trabalhar com
espécimes de museus, realizando a identificagdo taxondmica dos mesmos, ao verificar erros
de identificacdo relacionados as duas espécies, afirma que B. tridactylus e B. variegatus
ocorrem em simpatria, ao norte do Rio Amazonas, ou seja, na regido de Manaus. Dado este ja
reportado por Wetzel (1985).

Gordo, Gravena e Chiesorin Neto (Comunicacdo Pessoal) afirmam que individuos da
espécie B. variegatus ndo deveriam ocorrer em Manaus e antigamente apenas se encontrava a
espécie B. tridactylus nos fragmentos florestais da cidade. Porém, assim como ocorreu na
Mata Atlantica (OLIVER & SANTOS, 1991; CASSANO, 2006), na Amazbnia as pessoas
também tem o costume de capturar preguicas para serem mantidas como animais de
estimacédo ou para serem utilizadas no turismo local.

Também ha muitos registros de pessoas que capturam preguicas na estrada e levam
para soltar nos fragmentos florestais da cidade de Manaus, como INPA, UFAM, Parque do
Mindu, entre outros (DO CARMO, 2002; GORDO, GRAVENA, Comunicagéo Pessoal).

A principal consequéncia desse tipo de acdo € que, atualmente, podem-se observar
individuos de B. variegatus nos fragmentos florestais de Manaus e também preguicas que
apresentam caracteristicas morfoldgicas intermediarias entre as espécies B. variegatus e B.
tridactylus, sendo dificil realizar uma identificacdo precisa dos mesmos, como por exemplo:
individuos que apresentam cor da pelagem idéntica a B. tridactylus (cor da face e da garganta
em amarelo dourado), porém apresentam também uma macha negra ao redor dos olhos,
caracteristica da espécie B. variegatus. Pensa-se que estes individuos possam se tratar de

hibridos entre as duas espécies.

Hibridizagdo, Introgressdo e Zonas Hibridas entre Espécies

“A hibridizagao ¢ um importante mecanismo evolutivo,
que cria oportunidades para a adaptagéo e especiacao,
ou ¢ apenas algum ruido evolutivo?”

(SCHWENK et al. 2008)
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Apenas recentemente, com o0 avango de técnicas moleculares, a hibridizacéo entre o0s
animais passou a ser vista como um evento natural, ndo raro e que nem sempre gera
individuos inférteis. O uso dessas técnicas fez com que a hibridizacdo seja vista como fonte
de novas variagdes, novas adaptacdes e até de novas espécies, sendo considerada como um
processo evolutivo de relevancia significativa (HARRISON, 1993; BARTON, 2001; TRIGO,
2008; SCHNEIDER, 2009).

Para Schwenk et al. (2008), hibridos sdo formados quando espécies diferentes cruzam,
resultando na combinacdo de material genético de conjunto de genes previamente isolados.
Para Arnold (1997), a hibridizacdo envolve acasalamentos, que ocorrem de forma natural,
bem sucedidos, entre popula¢des ou grupo de populag¢fes que sdo distinguiveis com base em
um ou mais caracteres hereditarios. As vantagens sdo que este conceito independente do
conceito de espécie, as populacbes ndo necessitam estar relacionadas a categorias
taxondmicas e ndo € necessario saber sobre a aptiddo do hibrido.

De acordo com Arnold (1997), muitos autores ndo consideram a hibridizacdo um
processo evolutivo importante devido a reducdo dos niveis de viabilidade e fertilidade do
hibrido. Porém, para ele, eventos raros na evolucdo sdo importantes e muitos casos de
hibridizacdo j& levaram a diversificacdo de espécies. Pensamento esse que é comum a
Schwenk et al. (2008), que dizem que mesmo que a frequéncia de hibridizacdo seja baixa,
deve continuar a ser um foco importante da biologia evolutiva, pois além de ser suficiente
para causar mudancas na estrutura genémica das espécies, a hibridizacdo também oferece um
cenario natural para estudar de forma eficiente a interacdo entre diferenciacdo genética e
ecoldgica.

A hibridizacdo pode se caracterizar pela ocorréncia de eventos esporadicos entre
espécies simpatricas, pela formacdo de zonas hibridas estreitas entre populacdes com
distribuicdo parapétrica, ou de um intenso processo de miscigenacdo entre as populacfes
parentais (HARISSON, 1993; SCHNEIDER, 2009). Zonas hibridas sdo locais na natureza
onde duas populacdes de individuos que sdo distintos em funcdo de um ou mais caracteres
hereditarios se sobrepdem espacialmente e temporalmente, acasalando e produzindo algum
descendente fértil (ARNOLD, 1997; DIAS, 2013).

Vérias zonas hibridas tem sido registradas em vertebrados, desde casos com poucos
individuos hibridos identificados até zonas intensamente introgredidas, levando a formacgéo de
hybrid swarm (enxame hibrido), responsével pela formacao de novas espécies (SCHNEIDER,
2009). Casos de hibridizacdo e zonas hibridas séo reportados para peixes (AMADO, 2008),
anuros (SIMOES et al. 2012), péassaros (GRANT & GRANT, 1992) e mamiferos como:
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felideos (TRIGO, 2008; SCHNEIDER, 2009; DIAS, 2013), primatas (DETWILER et
al. 2005; BICCA-MARQUES et al. 2008;), lobos (WILSON et al. 2009) e em recente
trabalho, Gravena et al. (2015) encontraram ocorréncia de hibridizacdo entre botos na
Amazonia.

E importante analisar as consequéncias evolutivas da recombinacdo entre genomas
divergentes. Alguns gendtipos hibridos frequentemente demonstram niveis equivalentes de
aptiddo em relacdo aos seus pais. Sugerindo que, ao contrario do que se pensava antigamente,
esses hibridos sdo propensos a persistir por longos periodos de tempo, invadir novos habitats
ou gerar linhagens evolutivas (ARNOLD, 1997).

O primeiro passo na investigacdo da hibridizacdo é a correta identificacdo dos
provaveis individuos hibridos para conhecimento dos futuros padrdes evolutivos envolvidos
(TRIGO, 2008). Apos a identificacdo precisa dos provaveis hibridos, € importante conhecer a
viabilidade do hibrido, verificando a existéncia de introgressao genética, que se refere ao
fluxo génico entre duas formas distintas, como resultado de eventos recorrentes de
hibridizacéo e retrocruzamentos (RHYMER & SIMBERLOFF, 1996).

Atualmente, com a utilizacdo de marcadores moleculares atrelada as andlises
morfolodgicas, pode-se estudar a fundo a hibridizagdo, a fim de identificar individuos hibridos
e suas respectivas espécies parentais (SCHWENK et al. 2008; NASCIMENTO et al. 2012). A
disponibilidade dessas técnicas moleculares aumentou o interesse em estudar fendbmenos de
especiacdo, permitindo inferéncias sobre os efeitos da selecdo natural e resultado dos
episodios de hibridizacdo (ARNOLD, 1997; BARTON, 2001).

Marcadores Moleculares

O desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) - Reacdo em
Cadeia da Polimerase — que multiplica em escala exponencial a quantidade de DNA de uma
amostra (MULLIS & FALOONA, 1987), permitiu um avango significativo da utilizagdo de
marcadores moleculares para diversos estudos genéticos a nivel individual e populacional
(PARKER et al. 1998).

Os marcadores moleculares estdo ganhando cada vez mais uma importancia nas

descobertas, tendo propoésito de validar, inquirir ou complementar modelos vigentes,
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abordando problemas que as metodologias tradicionais ndo conseguem (PEREIRA JR.,
2007).

Marcadores moleculares que tem sido utilizados para estudos genéticos de diversidade
(PEREIRA JR., 2007), relacBes evolutivas entre espécies, como € o caso da hibridizacdo, e
populacionais sdo o0s que apresentam locos nucleares altamente polimorficos como os
microssateélites, sequéncias de DNA mitocondrial, entre outros (TRIGO, 2008; SCHNEIDER,
2009). Para o presente estudo serédo utilizados como marcadores moleculares a regido controle
do DNA mitocondrial (Dloop) e marcadores microssatélites do DNA nuclear, descritos a

sequir.

DNA Mitocondrial: A Regido Controle (Dloop)

O uso de marcadores moleculares tem se mostrado um importante aliado na
identificacdo precisa de individuos (CASTRO, 2012). Através de sequéncias nucleotidicas, a
identificacdo molecular pode ser feita utilizando fragmentos de tecido, como sangue, pelo,
carne, 0ssos, etc. (JACQUES, 2005).

O DNA mitocondrial (DNAmt) € uma molécula circular fechada com tamanho entre
15 e 20kb, de replicagdo independente do DNA nuclear. E bastante utilizado em estudos
genéticos por seu grande nimero de coépias por célula e facilidade em isola-lo, sendo
importante aliado na identificagdo taxonémica (JACQUES, 2005). O DNAmt possui heranga
estritamente materna sendo transmitido sem recombinacdes, o que facilita estudos
relacionados a genealogia (AVISE et al. 1984). Essas vantagens do DNAmt facilitam a
identificacdo de espécies.

A regido controle do DNAmt, também chamada de Dloop, é a maior regido ndo
codificadora, responsavel pelo controle da replicacdo da fita pesada e transcricdo de ambas
fitas do DNAmMt (AVISE et al. 1987), também ¢é considerada a regido mais variavel do
genoma mitocondrial dos animais. Como essa regido ndo possui um mecanismo de reparo
efetivo, sua taxa de mutacdo é mais alta do que a dos genes que codificam proteinas
mitocondriais, acumulando mutagfes, sendo altamente polimdérfica (IEVORLINO et al.

2009), o que a torna boa ferramenta para estudos populacionais (SANTOS et al. 2007).
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DNA Nuclear: Os Marcadores Microssatélites

RegiGes microssatélites, também chamados SSR (Simple Sequence Repeats) ou STR
(Short Tandem Repeats), consistem em sequéncias de 1 a 6 nucleotideos, repetidas em
tandem, que povoam densamente 0s genomas eucariotos (HAMADA et al. 1982;
GOLDSTEIN & SCHLOTTRER, 1999; CAIXETA et al. 2009).

Os loci microssatélites possuem alta taxa de mutacdo, exceto nas regiGes
flanqueadoras, gerando altos niveis de polimorfismo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1995). Essa alta taxa de mutacdo pode ser explicada pelo crossing over desigual, em que
ocorre um erro no alinhamento entre cromossomos homaologos, e pelos deslizamentos da
DNA polimerase, que pode resultar em delecdo ou duplicagdo de repeti¢cbes microssatélites
durante a replicacdo (TAUTZ & RENZ, 1984).

As sequéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas
entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo a selecdo de primers especificos que a
amplificam, via PCR (CAIXETA et al. 2009). Devido a homologia das sequéncias
flanqueadoras, os loci desenvolvidos para uma espécie também podem ser utilizados na
amplificacdo de sequéncias em espécies relacionadas (MOORE et al. 1991).

Os microssatélites podem ser classificados quanto ao numero de nucleotideos
encontrados em cada repeticdo (mono, di, tri, etc.) (QUELLER et al. 1993) e em quatro
classes de acordo com a composicdo, segundo Goldstein & Schlétterer (1999): perfeitos,
qguando as sequéncias de bases séo repetidas sem interrupcao; imperfeitos, quando uma base
ndo se encaixa em uma ou mais repeti¢des; interrompidos, quando ocorre insercdo de bases na
estrutura repetitiva ; e compostos, quando microssatélites com diferentes sequéncias
encontram-se adjacentes.

Entre os marcadores moleculares, 0s microssatélites sdo 0s que possuem O mais
elevado conteddo de informacdo polimorfica, encontrados em regiées nao codificadoras do
genoma e, por isso, chamados de marcadores neutros (FERREIRA & GRATTAPAGLIA).

A vantagem dos loci microssatélites em estudos de hibridizacdo é que esses
marcadores biparentais s&o altamente polimorficos, sendo variaveis o suficiente para permitir
a identificacdo inequivoca de todos os espécimes amostrados e a realizacdo de andlises
estatisticas de associacdo dos individuos as suas populacées de origem (SCHNEIDER, 2009).

Técnicas moleculares tem tido um desenvolvimento significativo, contribuindo para o

esclarecimento de varios aspectos da biologia, ecologia, biogeografia e evolugdo dos mais
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variados grupos bioldgicos, sendo hoje consideradas ferramentas fundamentais para aquisicdo
de novos conhecimentos (PEREIRA JR., 2007).

A utilizacdo de marcadores moleculares na identificacdo individual e analise genética
de populacdes tem se mostrado de extrema utilidade para um estudo preciso que vise gerar
dados empiricos sobre os padrGes de hibridizacdo e introgressdo entre espécies e suas
possiveis consequéncias na estrutura genética e evolugdo (RIESEBERG & ELLSTRAND,
1993; DIAS, 2013).

Como evento natural na natureza, a hibridizacdo ndo é uma ameaca a conservacao das
espécies, sendo considerada parte de suas historias evolutivas. A hibridizagdo se torna um
problema quando é consequéncia de acBes antropogénicas, sendo necessarias medidas
urgentes de manejo para impedir um comprometimento da integridade genética das espécies
(RHYMER & SIMBERLOFF, 1996; ALLENDORF et al, 2001; TRIGO, 2008). Neste
contexto, a avaliacdo de eventos de hibridizacdo, juntamente com analises de viabilidade dos
hibridos, trazem informacdes de fundamental importancia para a conservacao das espécies
(ALLENDORF et al, 2001).

Com isso, pode-se perceber a importancia de uma correta identificacdo dos espécimes
de preguicas encontrados em Manaus, verificando se ha ocorréncia de hibridizacéo entre eles
e assim, contribuir para um melhor conhecimento genético e bioldgico das espécies B.

tridactylus e B. variegatus, necessarios a conservacao das mesmas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar as espécies de preguicas Bradypus tridactylus e Bradypus variegatus
encontradas nos fragmentos florestais do municipio de Manaus, Amazonas - Brasil,

verificando se ha ocorréncia de eventos de hibridizacao entre elas.

Objetivos Especificos

- Testar a utilizacdo de pelos e carrapatos como amostras de coleta ndo invasiva para extracéo

de DNA de bichos preguica;
- Realizar teste de transferabilidade de primers microssatélites desenvolvidos para B.

variegatus em B. tridactylus;

- Caracterizar a espécie B. variegatus proveniente da area controle, utilizando a regido

controle mitocondrial (Dloop) e marcadores microssatélites;

- ldentificar individuos de preguica encontrados nos fragmentos florestais em Manaus,
verificando se ha ocorréncia de hibridizacdo entre as duas espécies, utilizando marcadores
mitocondrial (Dloop) e nuclear (microssatélites);

- Detectar a direcionalidade da hibridizacéo;

- Verificar se ha fertilidade dos individuos hibridos, estimando a ocorréncia de endo e

retrocruzamentos.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo das Amostras e Area de Estudo

Para o presente estudo foram utilizadas amostras de individuos de preguica do género
Bradypus coletadas em campo ou provenientes de instituicbes que recebem preguicas
resgatadas dos fragmentos florestais de Manaus. Como é o caso do Sauim-Castanheiras,
instituicdo da Secretaria Municipal do Meio Ambiente, que recebe animais encontrados perto
de residéncias e auxilia no resgate da fauna quando algum empreendimento precisa derrubar
um trecho de mata urbana. Os animais resgatados séo levados a sede desta instituicdo, onde
sdo reabilitados quando necessario e posteriormente soltos, quando possivel, perto da regido
de onde foram resgatados.

Também foram utilizadas amostras da Colecdo de Tecidos de Genética Animal
(CTGA) do Laboratério de Evolucdo e Genética Animal (LEGAL) da Universidade Federal
do Amazonas, coletadas ao longo dos anos por pessoas do laboratorio em expedicbes de
campo.

A coleta do material bioldgico, utilizado para extracdo de DNA, dependeu das
condi¢cdes em que se encontravam os animais. De animais vivos foram retiradas amostras de
pelos com bulbo, ectoparasitas (carrapatos) e sangue, quando possivel. De animais mortos,
frescos ou congelados, foi retirado tecido epitelial, geralmente da orelha ou figado. As
amostras de pelo foram estocadas em envelopes individuais, os ectoparasitas foram guardados
em frascos com alcool 95%, as amostras de sangue foram congeladas em tubos do tipo
vaccutainer com anticoagulante EDTA ou tubos com alcool 95% e as amostras de tecido
foram colocadas em frascos com alcool, guardadas em freezer.

As amostras coletadas foram depositadas na Colecdo de Tecidos de Genética Animal
do LEGAL, onde foram realizados os procedimentos laboratoriais necessarios a pesquisa.
Foram utilizados um total de 32 amostras, sendo sete individuos encontrados na margem
direita do Rio Negro, considerados como B. variegatus, de acordo com caracteristicas
morfologicas e distribuicdo descrita para a espécie, por isso foram utilizados como individuos
controle dessa espécie. Um individuo encontrado na estrada AM-10 em direcdo a Itacoatiara,
considerado como B. tridactylus, de acordo com a distribui¢do da espécie e por estar fora dos

fragmentos florestais da cidade de Manaus, foi utilizado como controle dessa espécie e, 24
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individuos distribuidos pelos fragmentos florestais do municipio de Manaus, sendo
identificados morfologicamente como B. tridactylus, B. variegatus ou ainda como Bradypus.

sp., quando ndo era possivel a identificacdo morfologica dos mesmos (Fig. 5).
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Figura 5: Mapa esquematico de distribuicdo das amostras coletadas. Em que bolinhas
vermelhas indicam individuos de B. variegatus da area controle (Sul do Rio Negro e
Amazonas) e triangulos verdes indicam individuos encontrados em Manaus (Norte do
Rio Negro e Amazonas). Destaque em amarelo para os limites do municipio de
Manaus.

Identificacdo Morfologica

A identificacdo morfoldgica dos individuos foi estabelecida com base em caracteres
diagnosticos, descritos em trabalhos anteriores (WETZEL, 1985; HAYSSEN, 2009; MEDRI
et al. 2012) como a cor da pelagem e diferencas na face das espécies e conhecimento de

campo. Individuos com caracteres intermediarios entre as duas espécies foram assumidos
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como Bradypus. sp., possuindo apenas a identificacdo molecular. Sempre que possivel foram
feitos registros fotograficos para posteriores analises. No caso das amostras da colecdo de
tecidos do LEGAL, foi assumida a identificacdo morfoldgica presente nos registros da

colecdo.

Extracdo de DNA

Para realizacdo da extracdo de DNA de pelos, foram utilizados de 8 a 12 bulbos
capilares por individuo. Para sangue e tecido foi utilizado 0,3 mL e 3 mm®, respectivamente.
No caso dos carrapatos, foi realizado um corte transversal na sua parte posterior, utilizando-se
do sangue presente no mesmo, descartando-se a carapaca. O DNA foi isolado por digestdo
utilizando-se Proteinase K e CTAB 2%, seguido de lavagens com cloroférmio, alcool
isoamilico e alcool 70%, segundo protocolo (DOYLE & DOYLE, 1987).

Amplificacdo e Sequenciamento da Regido Controle (Dloop)

O DNA extraido foi amplificado por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando-se um par de primers que flanqueiam parte da regido controle do DNA
mitocondrial, Dloop-F2 (5"-GGAAATCAGCAACCCATCC-3) e DloopBra-R2 (5'-
CATGTCCTGTAACCATTGAC-3"), desenvolvidos para o presente estudo. A reacdo de
amplificagdo foi composta por: 1,8ul. de MgCl, (25mM); 1,5uL de tampao taq buffer 10x
(750 mM Tris-HCL-pH 8.8 a 25C°, 200 mM (NHy), SO4, 0.1% (v/v) Tween 20); 1,2uL de
dNTPs (10mM); 1,5uL de primer (F); 1,5uL de primer (R); 0,3uL de 2,0 U Taq DNA
polimerase; 1,0 de DNA genémico (40ng/uL) de cada individuo. O volume final da reacéao foi
ajustado para 15uL com 4gua deionizada autoclavada.

A reacdo foi submetida as seguintes etapas de amplificacdo: 92°C por 1 minuto para
desnaturacédo das fitas complementares de DNA, seguidos de 35 ciclos de 92°C (1 minuto),
55°C para fixacdo dos primers (35 segundos), 72°C (60 segundos) para atividade da Taq
polimerase. Apo6s o término dos ciclos, a reagdo foi submetida a uma extensdo final dos

fragmentos amplificados do DNA a 72°C por 5 minutos.
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Os fragmentos amplificados foram purificados (para remocgédo de restos de reagentes
ndo utilizados) utilizando-se as enzimas Exonuclease e Fosfatase Alcalina, segundo protocolo
de Werle et al. (1994). O DNA purificado foi utilizado na reacdo de sequenciamento,
realizada com o Kit de reacdo Big Dye Terminator (Applied Biosystems), utilizando protocolo
de acordo com o fabricante. As amostras foram sequenciadas com os primers Dloop-F2 e
DloopBra-R2, utilizados na reacdo de PCR, em ambas as direcdes.

A reacdo foi preparada em placas com 96 pocos, especifica para eletroinjecdo no
sequenciador. Em seguida levada ao termociclador por 25 ciclos com o seguinte perfil de
temperatura: 20 segundos a 95°C com o intuito de desnaturar as fitas complementares, 15
segundos a 50°C, para a fixagdo do primer e 1 minuto a 60°C para a extensdo da regido a ser
sequenciada.

Apds esta etapa, a reacao foi precipitada com EDTA 125 mM, alcool 100% e alcool
70%. Em seguida, foi colocado 10uL de formamida e posteriormente injetado no

sequenciador ABI 3130 (Applied Biosystems).

Amplificacdo e Genotipagem dos Microssatélites

Para o presente estudo foram utilizados loci microssatélites, isolados e caracterizados
por Moss et al. (2012) para a espécie de preguica Bradypus variegatus. Esses marcadores
microssatélites correspondem a 10 loci polimoérficos (B11, B107, B111, D3, D102, D105,
D113, D114, D117 e D119) de 144 a 309 pb, sendo suficientes para identificacdo individual,
analise de estrutura populacional e paternidade, segundo os autores.

A reacdo de amplificagcdo foi composta por: 1,2ul de MgCl, (25mM); 1,0uL de
tampéo taq buffer 10x (750 mM Tris-HCL-pH 8.8 a 25C°, 200 mM (NH,), SO4, 0.1% (v/v)
Tween 20); 1,0uL de dNTPs (10mM); 0,5uL de primer (F); 1,0uL de primer (R); 0,5uL de
primer fluorescente (PM13); 0,3ul de 2,0 U Tag DNA polimerase; 1,0 de DNA genémico
(40ng/uL) de cada individuo. O volume final da reacdao foi ajustado para 10uL com agua
deionizada autoclavada.

A reacdo foi submetida as seguintes etapas de amplificagdo dos fragmentos
microssatélites: 94°C por 1 minuto para desnaturacdo das fitas complementares de DNA,
seguidos de 35 ciclos de 94°C (20 segundos), temperatura para fixacdo do primer (20
segundos) e 72°C (20 segundos) para atividade da Taq polimerase.
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Em seguida, foram realizadas etapas para fixacdo do primer fluorescente M13
(SCHUELKE, 2000): 20 ciclos de 94°C (20 segundos), seguidos de 53°C para fixacdo do
primer (20 segundos) e 72°C para extensdo (30 segundos). Apds o término dos ciclos, a
reacdo foi submetida a uma extenséo final dos fragmentos amplificados do DNA a 72°C por
30 minutos.

Para cada 1pL do produto de PCR, foi acrescentado 8uL. de formamida e 1uL. de ET-
400 Rox (marcador de tamanho) para realizacdo da reacdo de genotipagem, no sequenciador
ABI 3130 (Applied Biosystems). Os resultados obtidos foram analisados no software
GeneMapper, onde foi identificado o gendtipo de cada locus para cada individuo. Na
sequéncia foi montada uma matriz com os dados dos alelos de cada individuo para posteriores

analises.

Teste de Transferabilidade dos Primers de Microssatélites

As extremidades de um loci microssatélite, chamadas regides flanqueadoras,
apresentam sequéncias de DNA altamente conservadas, tornando possivel a amplificacdo de
primers desenvolvidos para uma espécie em espécies relacionadas (MOORE et al. 1991).
Portanto, foi realizado um teste de tranferabilidade de primers de microssatélites da espécie B.
variegatus para B. tridactylus. As reagdes de amplificacdo e genotipagem foram as mesmas
descritas acima. Os testes foram realizados utilizando-se as temperaturas de fixacdo de cada

primer para a espécie descrita.

Analise de Dados

DNA mitocondrial

As sequéncias geradas foram submetidas ao programa GENEIOUS (DRUMMOND et
al. 2012), onde foram editadas e alinhadas manualmente. As sequéncias do gene mitocondrial

Dloop foram utilizadas para identificagdo molecular dos individuos estudados.
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Para obter informacBes sobre as relagcBes filogenéticas entre os individuos, foi
utilizado o programa MEGA 5 (TAMURA et al. 2011) para gerar uma arvore Neighbor-
Joining (NJ) (SAITOU & NEI, 1987), baseada nas distancias genéticas entre os individuos,
em que se utilizou 0 modelo Kimura-2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980).

A Anélise Bayesiana de Estrutura Populacional foi implementada no programa BAPS
5.0 (CORANDER, 2008) para encontrar agrupamentos biolégicos formados com as

sequéncias obtidas, verificando a estruturacdo intra e interpopulacional.

DNA nuclear (Microssatélites)

Para o teste de transferabilidade, foi utilizado o programa ARLEQUIN 3.5
(EXCOFFIER & LISCHER, 2010) para obter informagdes sobre pardmetros genéticos como
heterozigozidade observada (Ho) e esperada (He), desequilibrio de ligacdo entre os pares de
loci e teste do equilibrio de Hardy-Weinberg. Para correcdo dos niveis de significancia foi
utilizado o método de Bonferroni (RICE, 1989). Para verificacdo de alelos nulos, foi utilizado
o0 programa Micro-Checker v 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

Foi realizada uma analise Bayesiana por meio do programa STRUCTURE 2.0
(PRITCHARD & WEN, 2003), em que foi feita a identificacdo do numero de populagdes (K)
geneticamente homogéneas, assumindo equilibrio de Hardy Weinberg (EHW) e auséncia de
desequilibrio de ligacdo (DL) entre os loci analisados dentro de cada populacdo. As analises
foram realizadas usando o modelo Markov Chain Monte Carlo (MCMC) de 100.000
repeticdes apds um periodo de burn-in de 10.000 interagcbes, utilizando o modelo de
ancestralidade “admixture”.

Para o valor de K selecionado foi avaliada a propor¢cdo média de adesdo (q) de cada
individuo amostrado pertencer a um dos clusters inferidos, em que foi assumido um valor de
q = 0.90 como limite para diferenciar individuos puros de hibridos. Individuos com q > 0.90
foram assumidos como puros de B. tridactylus ou B. variegatus; individuos com proporgado
média de g = 50% de propor¢do de pertencer a um dos clusters foram assumidos como
hibridos de primeira gera¢do (F1); Individuos que apresentaram q > 25% e < a 75% de
pertencer a algum dos clusters foram assumidos como hibridos de segunda geragdo (F2), o
que indica se ha fertilidade do hibrido; e individuos que obtiveram propor¢do de g variando

entre 80% a 89% a algum dos clusters foram assumidos como resultado de retrocruzamento.
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RESULTADOS

Pelos e Carrapatos como Método de Amostra Nao Invasiva

Para o presente estudo foram utilizados pelos e carrapatos como amostras nao
invasivas para obtencdo de DNA de bichos preguica, sendo amostras de sangue e tecido
utilizadas como amostras controle (Fig. 6). Os dois tipos e amostras, invasivas e ndo-
invasivas, funcionaram bem para os marcadores utilizados, regido controle do DNA

mitocondrial (Dloop) e 10 loci microssatélites.

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

00

200

200

00

000-

Figura 6: Resultado da genotipagem (A) e sequéncia mitocondrial (B) obtidas a partir de
amostras de sangue e tecido de bicho preguica.

As amostras de pelo, quando coletadas com bulbo e guardadas adequadamente,
mostraram-se uma boa alternativa a coleta de amostras bioldgicas quando ndo for possivel a

coleta de tecido, pois amplificam bem em qualquer marcador (Fig. 7).
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Figura 7: Resultado da genotipagem (A) e sequéncia mitocondrial (B) obtidas a partir de
amostras de pelo de bicho preguiga.

As amostras de carrapato, também se mostraram uma boa alternativa a coleta de
amostras bioldgicas (Fig. 8), porém neste caso recomenda-se a coleta de carrapatos fémea,
devido ao seu ciclo de vida e por necessitarem de uma quantidade maior de sangue do animal
que parasitam, para alimentar os ovos. Neste caso também é necessario que o marcador
utilizado seja 0o mais especifico possivel para a espécie estudada, pois ha possibilidade de

amplificacdo do DNA do carrapato caso seja um marcador de uso amplo.

100 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200

Figura 8: Resultado da genotipagem (A) e sequéncia mitocondrial (B) obtidas a partir de
amostras de carrapatos de bicho preguica.

Também foi observado que, apesar de nos dois casos a amplificagdo ndo ter
funcionado em alguns loci microssatélites, as amostras de carrapato foram as que menos

houve amplificacdo, deixando lacunas na obtencdo dos resultados e por isso, as amostras que
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ndo amplificaram para a maioria dos primers foram descartadas das analises realizadas no

presente estudo.

Identificacdo Morfologica

Das 32 amostras utilizadas neste estudo, foram morfologicamente identificados nove
individuos da espécie B. variegatus, sendo sete individuos da regido controle (margem direita
dos Rios Negro e Amazonas), e dois da regido de Manaus, dezoito individuos como B.
tridactylus e cinco individuos como Bradypus sp., encontrados na regido de Manaus. A
identificacdo foi realizada com base em caracteres diagnodsticos das espécies, como cor da
pelagem da garganta, padrdo de manchas na face e cor da pelagem da face.

Nos individuos puros, a cor da pelagem da garganta de B. variegatus € marrom, sua
face se diferencia principalmente pela mancha preta ao redor dos olhos em formato de éculos
e pelagem ao redor da face na cor amarelo palido (Fig. 9). Ja os individuos de B. tridactylus,
tem pelagem da garganta de cor amarela e a pelagem ao redor da face é na cor amarelo

dourado. B. tridactylus ndo possui a mancha preta ao redor dos olhos (Fig. 10).

Figura 10: Individuo da espécie B.
tridactylus. Foto: Equipe Iracema
Falls, BR-174.

4 e VS “VE
Figura 9: Individuo da espécie B.
variegatus. Foto: Ana Paula Melo
Corréa, AM-70.
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Individuos que apresentaram caracteristicas intermediarias entre as duas espécies
foram assumidos como Bradypus sp., como o exemplo do individuo da fig. 11, que possui
pelagem da garganta de cor clara caracteristica de individuos de B. tridactylus, pelagem da
face na cor amarelo pélido e manchas negras ao redor dos olhos, como dos individuos de B.

variegatus, porém ndo tdo evidentes quanto o padrao da espécie.

Figura 11: Individuo com caracteristicas das duas
espécies de preguica, B. variegatus e B. tridactylus.
Foto: Ana Paula Melo Corréa, UFAM- Manaus.

Para as analises moleculares, os individuos foram agrupados por localidades. A
localidade 1 agrupa individuos encontrados na regido controle da espécie B. variegatus, ou
seja, individuos pertencentes ao sul do Rio Negro e Amazonas. A localidade 2 agrupa
individuos encontrados na regido de Manaus, ou seja, norte do Rio Negro e Amazonas (Fig.

5), regido que teoricamente abrigaria somente individuos de B. tridactylus.
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Identificacdo Mitocondrial - Dloop

Foram analisados 377 pb da regido controle do DNAmt (Dloop), amplificada para as
32 amostras utilizadas. A analise filogenética pelo método Neighbor-Joining (NJ) mostra a
existéncia, bem suportada, de duas linhagens distintas agrupadas em dois clados: (a) norte do
Rio Negro e Amazonas, ou seja, individuos encontrados na regido de Manaus, todos com
DNAmt de B. tridactylus; e (b) Sul do Rio Negro e Amazonas, individuos com DNAmt de B.
variegatus. Neste ultimo clado ainda pode-se observar a separacdo de duas linhagens
distintas: 1- um individuo da AM-70 (5690) com dois individuos B. variegatus encontrados
em Manaus (5688 e 5682), e 2- uma linhagem que agrupou os demais individuos de B.

variegatus da regido controle da espécie (Fig. 12).
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Figura 12: Arvore filogenética dos individuos das espécies B. tridactylus e B. variegatus.
Circulos verdes indicam individuos encontrados na regido de Manaus e circulos vermelhos
indicam individuos encontrados na regido controle da espécie B. variegatus.
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Figura 13: Grafico de barras gerado pelo programa BAPS, em que se observam
trés grupos bioldgicos, sendo os grupos azul e vermelho pertencentes a espécie B.
variegatus e o grupo verde pertencente a espécie B. tridactylus.

Identificagdo Nuclear — Microssateélites

Os marcadores microssatélites desenvolvidos para B. variegatus foram testados na
espécie B. tridactylus, obtendo bom resultado de amplificagdo. Demonstrando que podem ser
utilizados para estudos populacionais da mesma. Essa transferabilidade deve estar relacionada
ao grau de parentesco entre as espécies estudadas.

Foram analisados 10 loci microssatélites para os 32 individuos encontrados. Medidas
de diversidade genética encontradas podem ser observadas na tabela 1. Todos os loci foram
polimorficos para as duas espécies tendo o numero de alelos por locus variando de 05 a 11
para B. variegatus e de 02 a 08 para B. tridactylus. Os loci analisados ndo apresentaram
desvios significativos no equilibrio de Hardy-Weinberg, nem desequilibrio de ligacdo. O
programa Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004) ndo evidenciou nenhum

problema relacionado a ocorréncia de alelos nulos.
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Tabela 1: Informacgdes sobre os 10 loci microssatélites utilizados. (N) ndmero de
individuos, (A) numero de alelos, (He) heterozigosidade esperada e (Ho)
heterozigosidade observada. P<0,05.

Bradypus variegatus Bradypus tridactylus
N A He Ho N A He Ho
B11 9 9 0.88889  0.88889 9 5 0.67974  0.66667
B107 9 8 0.84967  0.88889 9 4 0.79085  0.88889
B111 9 9 0.83660  0.88889 9 4 0.73856  0.77778
D3 8 4 0.59167  0.75000 9 6 0.62745  0.66667
D102 8 10 0.86667  0.75000 8 7 0.84167  0.50000
D105 9 6 0.81046  0.33333 7 2 0.26374  0.00000
D113 9 10 0.91503  1.00000 9 8 0.86928  1.00000
D114 7 10 0.94505  0.71429 9 5 0.73203  0.55556
D117 7 5 0.82418  0.42857 9 8 0.89542  0.55556
D119 7 11 0.96703  0.71429 9 8 0.87582  0.55556

Através da andlise bayesiana de dados de microssatélites pelo programa
STRUCTURE, verificou-se que o nimero de grupos bioldgicos geneticamente distintos com
maior probabilidade posterior foi de K= 2 (log=-1406,83) (Fig. 14).
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Figura 14: Gréafico de barras gerado pelo programa
STRUCTURE, que mostra maior probabilidade de K=2.
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Na figura 15, pode-se observar duas cores que correspondem a dois grupos bioldgicos.
A cor verde é correspondente aos alelos de B. variegatus e em vermelho, podem ser
observados alelos correspondentes a B. tridactylus. Também pode-se observar na figura
individuos que possuem alelos tanto de B. variegatus (cor verde) como de B. tridactylus (cor
vermelho), mostrando que ha uma mistura de alelos das diferentes espécies, como € o caso do
individuo CTGA_M_5097, que possui 52% dos alelos da espécie B. variegatus e 48% dos
alelos de B. tridactylus. Confirmando as observacdes de campo de que individuos com

caracteristicas morfologicas intermediarias entre as espécies sejam hibridos.
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Figura 15: Grafico de barras gerado pelo programa STRUCTURE, mostrando a
existéncia de dois clusters.

Foi assumido um valor q > 0.90 (proporgdo de associacdo de cada individuo ao um
cluster) como limite para diferenciar individuos puros de hibridos, como tem sido proposto
em trabalhos de hibridizacdo (FLAMAND et al, 2003; LANCASTER et al, 2006; DIAS,
2013). Assim, sete individuos foram associados ao cluster 1, correspondente ao cluster da
espécie B. variegatus, sendo que todos esses individuos pertencem a regido controle (Sul do
Rio Negro e Amazonas) de B. variegatus. Os individuos 5750, 5676, 5203, 5682 e 5213
encontrados nos fragmentos florestais de Manaus também foram associados ao cluster 1,
sendo identificados como B. variegatus. Vinte individuos foram associados ao cluster 2,
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caracterizado como pertencente a B. tridatylus. Nove desses individuos foram identificados
como animais puros, e estes foram encontrados em fragmentos florestais de Manaus, 0s
outros onze individuos possuiram diferentes valores de associa¢do (q) aos genotipos puros,
sendo considerados hibridos (5138, 5293, 5292, 5079, 5097, 5100, 5133, 5137, 5300, 5295 e
5297), todos também encontrados em fragmentos florestais de Manaus. Os valores de
associacao obtidos para cada individuo de cada cluster podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2: Propor¢do de associacdo (q) dos genotipos
de cada individuo aos clusters inferidos pelo

programa STRUCTURE.

Amostra - Cluster1 |_ Cluster2 |
CTGA M 5217 0.044 0.956
CTGA M 5030 0.066 0.934
CTGA_M 5033 0.035 0.965
CTGA M 5036 0.022 0.978
CTGA M _5752 0.013 0.987
CTGA M 5054 0.015 0.985
CTGA_M _5662 0.020 0.980
CTGA_M_5750 0.029 0.971
CTGA M 5676 0.047 0.953
CTGA M _5203 0.099 0.901

CTGA_M 5682 0.038 0.962
CTGA M 5138 0.374 0.626
CTGA_M 5293 0.405 0.595
CTGA M 5292 0.538 0.462
CTGA_M _5079 0.808 0.192
CTGA M 5097 0.484 0.516
CTGA_M _5100 0.888 0.112
CTGA M 5133 0.153 0.847
CTGA M 5137 0.113 0.887
CTGA_M 5101 0.914 0.086
CTGA M 5166 0.938 0.062
CTGA M 5204 0.912 0.088
CTGA_M 5205 0.948 0.052
CTGA M 5213 0.100 0.900
CTGA_M _5300 0.815 0.185
CTGA M 5681 0.954 0.046
CTGA_M _5209 0.926 0.074
CTGA M 5295 0.584 0.416
CTGA M 5287 0.927 0.073
CTGA_M _5236 0.979 0.021
CTGA M 5235 0.943 0.057

CTGA M 5297 0.775 0.225
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Na tabela 3 pode-se observar os resultados encontrados neste estudo, com nome da
amostra, procedéncia, identificacdo morfologica, identificagdo nuclear e identificacao
mitocondrial. Ao final foram identificados: nove individuos de B. variegatus, sendo sete da
regido controle e dois encontrados em Manaus, nove individuos de B. tridactylus e quatorze

individuos hibridos, todos encontrados nos fragmentos florestais da regido de Manaus.
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Tabela 3: Resultados de identificacdo do presente estudo. Bolinhas vermelhas indicam
individuos de B. variegatus, tridngulos verdes indicam B. tridactylus e quadrados azuis indicam
0s hibridns encontradns.

Procedéncia
CTGA_M_3217® Dimin Rio Scimass

Amostra ldendficacdo Morfologica Identificacio Nuclear Idemificacio Mitocondrial

96%:vari/ 4%t

B. variegasus B variegatus

CTGA M 503@® BR 319 B. variegatus 03%van/ /%t E variegarus
CTGA M _s033® BR319 B. variegatus 97%varl/ 3% m B variegarus
CTGA M _303%® BR 318 B. variegaius 98%vari/ 2% mi B variegarus
CTGA M _s722@ BR. AM-T0 B. variegatus 99%van' 1% tn B variegaius
CTGA M 0@ ER 319 B variegatus 0%%vad 1% B variegatus
CTGA M _5662® Esquerda Rio Darahd B. variegatus 08%vari/ 2% m 8 variegatus
CIGA M _578@ UFAM B. variegans 87%van/ 3% m B variegatus
CTGA_M_3676H Comado B sp 93%van/ Y% m B rridactylus
CTGA M 52038 INPA B. tridacrylus o0%van/ 10%m B tridactyhus
CTGA M _362@ UFAM B. tridacnylus 86%varl 4% m B variegarus
CTGA M _ 5138  Parque das Nagdss B. variegatus 63%van/ 37%n B rridactyhus
CTGA M 52938 Dimito Industrial 11 B. tridacovius 60% vari' 40% i B tridactyhus
CTGA M 52192 Parque Pio Solmbes B. tridactyius 46%van/ 4% tri B tridactyhus
CTGA M _s0mE INPA B :p 19%van/ 81%m B rridactylus
CTGA M _s097H INPA EB. tridactylus 32%van/ 48%m B tridactyhus
CTGA M 510 INPA B:p 11%van 8%%: i B tridactyhis
CTGA M 3138  Cidade do Lases Bzp 85%ari/ 15%tri B 1ridactyhes
CTGA_M_5137E  Con, Rio Maracand B sp §%% van 11% m B rridactylus
CTGA M 51014 INPA B. tridacoius 9% vani 91%mi B tridactyhus
CTGA M 51664 UFAM B. rridacnylus 6% vari/ 94% tri B rridactylus
CTGA M _SI4A INPA B. tridaceylus 9% van/ 91% m B tridactyhus
CTGA M _5205A INPA B. tridactylus 5%van/ 93% B tridactyhus

CTGA_ M 5213

Ay do Tursmo

B. tridactyius

gﬂ?e‘-‘ﬂ]’i IDﬁDE'-I

B rridactyhus

CTGA M_s3000 INPA B. tridactylus 18%van/ 82% B rridactyhus
CTGA M _3681 A UFAM B. tridacyylus 4%van/ 96%m B rridactyhus
CIGA M 5209 A Saem Castanhewras B. tridacpylus T%evan/ 93%m B rridactylus

CTGA M 5295 Cobma Antomo Ao

B. tridactyius

42%van/ 58%m

B tridactyhus

CTGA M _5287A  Conm. Nowa Cidade B. tridactylus TPevan $3%m B rridactyhus
CTGA M _523A  Conm. Cidadio B. tridactylus 2%van/ 98% m B rridactylus
CTGA M 523 A  Con. Cuadio B tridacnilus 6% var/ 94% tri B tridactyhus
CTGA M 52070 ANELO B. rridacrylus 22%ari/ 78% i B rridactyhe
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De acordo com os resultados obtidos do DNAmt, a hibridizagdo é unidirecional,
basicamente entre individuos machos de B. variegatus com fémeas de B. tridactylus, pois
todos os quatorze hibridos encontrados possuem DNAmt de B. tridactylus. Dos quatorze
individuos hibridos, quatro possuem mais de 90% do DNA nuclear de B. variegatus (g>
0.90). Os outros dez individuos tem DNA nuclear compartilhado entre as duas espécies,
indicando que pertencem a diferentes classes genotipicas e, consequentemente, sdo férteis
realizando endo e retrocruzamentos.

De acordo com a proporc¢édo de associacdo dos individuos a um dos clusters inferidos
pelo programa STRUCTURE, é possivel verificar a ocorréncia de dois hibridos, pertencentes
a classe genotipica F1 (5292 e 5097), com proporcdo genotipica bem préximo de 50%
pertencente a cada uma das espécies, trés hibridos pertencentes a F2 (5138, 5293 e 5295) com
proporcdo genotipica variando de 40% a 60% a cada uma das espécies, cinco hibridos
resultantes de retrocruzamento com B. variegatus (5676, 5203, 5133, 5137 e 5213), com
propor¢cdo genotipica de 85% a 90% da referida espécie e quatro hibridos resultantes de
retrocruzamento com B. tridactylus (5079, 5100, 5300 e 5297) com proporcao genotipica de

78% a 89% da referida espécie.
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DISCUSSAO

Pelos e Carrapatos como Método de Amostra Nao Invasiva

A melhor amplificacdo foi sempre obtida das amostras de sangue e tecido. Entre os
métodos ndo-invasivos, apesar da concentracdo de DNA ser mais baixa, a utilizacdo de pelos
apresentou melhor rendimento na obtencédo de DNA que a de carrapato, quando comparados
os produtos da PCR para diferentes os marcadores. Tanto os genotipos dos microssatélites
guanto as sequéncias da regido controle (Dloop) foram obtidos sem contaminacgdo para os trés
tipos de amostras utilizadas.

Muitos trabalhos com foco em amostras nédo-invasivas para obtencdo de DNA tem
sido desenvolvidos. Isso porque os métodos nao-invasivos de coleta tem se mostrado atrativos
por serem de custo e dispéndio de tempo reduzidos (LACORTE et al. 2004) e serem
relativamente de facil coleta.

Ribeiro et al. (2008) também utilizando pelos como método de amostra ndo-invasiva,
para bufalos, fez uma comparacdo entre diferentes protocolos de extracdo de DNA,
comparando trés regides diferentes do animal. Como resultado, eles obtiveram que o
protocolo que utiliza CTAB para extracdo de DNA, além de ser de baixo custo e nédo
apresentar componentes toxicos mostrou-se mais eficiente e a concentracdo de DNA obtida
foi maior do que as que utilizaram fenol-cloroférmio.

A utilizacdo de métodos de amostra ndo-invasiva para obtencdo de DNA tem mostrado
um grande potencial para os biélogos, principalmente quando se trata do estudo de espécies
selvagens (WAITS et al. 2005), como é o caso das preguicas. Nesse caso ainda € necessaria a
captura do animal, porém o estresse gerado € menor, levando-se em conta que ndo ha
necessidade de coleta de sangue (amostra invasiva) e o tempo de coleta é reduzido.

Lacorte et al. (2004) fizeram uma comparacgdo entre extracdes de DNA de amostras
ndo-invasivas de cavalos, utilizando pelos e células da mucosa oral (swab), em que 0s
resultados de swab foram melhores que os obtidos por pelos, sendo mais viaveis, apesar de
serem mais custosos. No caso da utilizacdo de pelos e carrapatos o custo e dispéndio de tempo
foram os mesmos, ndo havendo diferenga nesses quesitos.

As amostras ndo-invasivas que mais utilizadas para estudos genéticos sdo: pelos
(TARBELET et al. 1997; PILGRIM et al. 2005; PORTELLA, 2011), fezes
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(LATHUILLIERE et al. 2001; PINHO et al. 2014) e swab (FERREIRA, 2012). Nao foram
encontrados estudos com a utilizacdo de carrapatos como amostra ndo invasiva para obtencao

de DNA, sendo este um método inovador que necessita ser testado em outros animais.

Hibridizago e Introgressdo entre Bradypus variegatus e Bradypus tridactylus

De acordo com os resultados obtidos da utilizacgdo do DNAmt, as duas espécies de
preguica da Amazonia, B. tridatylus e B. variegatus, foram agrupadas em clados separados,
sendo reciprocamente monofiléticos, demonstrando que realmente se trata de duas espécies
diferentes e que ndo ha introgressdo do genoma mitocondrial entre elas. Este resultado
também confirma a presenca de preguicas da espécie B. variegatus ao norte do Rio Negro
como se pode observar na fig. 12, em que individuos encontrados em Manaus foram
agrupados no clado pertencente a espécie B. variegatus.

As andlises dos resultados obtidos pelo programa STRUCTURE, ao contrério dos
resultados obtidos pelo DNAmt, mostram a evidéncia de ocorréncia de hibridizacéo entre as
espécies B. variegatus e B. tridactylus, podendo-se perceber a intensa introgressao génica
assimétrica que ocorre entre elas, confirmando a existéncia de individuos hibridos na regido
de Manaus, em que se pode observar hibridos da geragdo F1, F2 e retrocruzantes.

Esses resultados confirmam ndo s6 a presenca de preguicas da espécie B. variegatus
ao norte do Rio Negro, ajudando a estabelecer uma correta distribuicdo para a espécie,
concordando com dados de Wetzel (1985) e Moraes-Barros et al. (2010), bem como confirma
que as dificuldades de identificacdo de individuos de preguica com base nos caracteres
morfolégicos que se devem realmente a hibridizacdo que ocorre entre as espécies puras, em
Manaus.

Ao comparar os resultados obtidos entre o DNAmt (Dloop) e DNA nuclear
(microssatélites), € possivel verificar que ha individuos que apresentam DNAmt de B.
tridactylus e DNA nuclear com g> 0.90 de B. variegatus (5676, 5203 e 5213), e somente com
juncdo dos resultados desses dois marcadores foi possivel identifica-los como hibridos.
Também é possivel observar um individuo morfologicamente identificado como B.
tridactylus, mas que possui DNAmt e nuclear de B. variegatus (5682). Este erro de

identificacdo morfologica pode ter ocorrido pela falta de conhecimento da pessoa que realizou
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a coleta sobre as espécies ou pela identificacdo ter sido baseada na distribuicdo das espécies,
que no caso deste individuo foi encontrado em Manaus.

Outros casos de hibridizacdo entre animais ja foram reportados na Amazonia: entre
peixes-bois (VIANNA et al. 2006), entre botos (GRAVENA et al. 2015), entre ciclideos
(AMADO, 2008), entre sapos (SIMOES et al. 2012), entre felideos (DIAS, 2013) e mais
recente, foi encontrado hibridizacdo entre primatas, também na regido de Manaus (de
OLIVEIRA, 2014). Estes trabalhos demonstram que a hibridizacdo entre animais nao se trata
de um evento raro na natureza, seja causada por processos naturais ou ndo, e ocorre na
Amazonia em variados grupos.

Vianna et al. (2006) encontraram hibridizacdo entre peixes-bois marinho (Trichechus
manatus) e amazonico (Trichechus inunguis), que vivem em simpatria, na foz do Rio
Amazonas. Neste trabalho, utilizando-se andlises citogenéticas e moleculares, foram
identificados oito individuos hibridos, incluindo geragdo F1, F2 e retrocruzantes. Um
individuo apresentou nimero de cromossomos e caracteristicas morfoldgicas intermediérios
entre as duas espécies, DNAmMt da espécie amazonica e alelos microssatélites provenientes da
espécie marinha e amazonica. Caso que também é encontrado entre as preguicas em Manaus,
em que individuos obtiveram DNAmt de B. tridactylus e DNA nuclear com diferentes
proporcdes genotipicas entre as duas espécies, que indica a fertilidade dos hibridos.

Todos os individuos hibridos encontrados no presente estudo possuem DNAmt de B.
tridactylus, o que indica que ha uma direcionalidade na hibridizacao, que ocorre entre fémeas
de B. tridactylus e machos de B. variegatus. Padrdo que € possivel observar devido a heranga
uniparental (materna) do genoma mitocondrial. Resultado semelhante foi obtido por Gravena
et al. (2015), em que os hibridos encontrados entre as espécies de boto, Inia geoffrensis e Inia
boliviensis, no Rio Madeira (abaixo da corredeira de Tetdnio), sdo caracterizados por
apresentarem DNAmt de I. boliviensis e DNA nuclear compartilhado entre as duas espécies.

No caso das preguicas, € dificil ter certeza do que pode estar causando a preferéncia de
fémeas de B. tridactylus por machos de B. variegatus, pois além da falta de estudos e
observacdes de campo, ndo se sabia sobre a ocorréncia de hibridizacdo entre estas espécies e,
portanto, os estudos que existem ndo apresentam esse tipo de registro. O que se pode inferir é
que este fato deve-se ou a algum tipo de preferéncia morfologica e /ou comportamental, ou
apenas se deve a restrita &rea de vida das preguigas, principalmente devido as fragmentacoes
florestais que ocorrem na cidade, que podem estar levando esses animais a cruzarem com 0

parceiro mais préximo que encontram e seja semelhante.
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Também pode-se observar que é possivel identificar individuos hibridos de geragdo
F1, F2 e retrocruzantes, com diferentes proporcoes de associacdo do DNA nuclear entre as
espéecies. Dos 14 individuos hibridos encontrados, dois pertencem a classe genotipica F1
(5292 e 5097), trés pertencem a F2 (5138, 5293 e 5295), cinco sdo resultado de
retrocruzamentos com o parental B. variegatus (5676, 5203, 5133, 5137 e 5213) e quatro séo
resultantes de retrocruzamento com o parental B. tridactylus (5079, 5100, 5300 e 5297).

Com isso, pode-se inferir que os hibridos, resultantes do cruzamento entre as duas
espécies de preguica da Amazonia, sdo férteis, cruzando entre si e com ambos 0s parentais,
levando a uma intensa introgressdo génica e gerando o que se denomina de “hybrid swarm”.
Segundo Barton (2001) a ocorréncia de hibridizacdo em que sdo produzidos hibridos da
geracdo F1 férteis, certamente acontecera retrocruzamento para um ou outro gendtipo
parental, ocorrendo assim a introgressdao, (RHYMER & SIMBERLOFF, 1996), que pode
levar a extingdo de uma espécie pela substituicdo completa do seu genoma pelo de outra
espécie mais abundante (NASCIMENTO et al. 2012). O resultado vai depender da aptiddo do
hibrido F1 e das outras geracdes retrocruzantes (BARTON, 2001).

E muito provéavel que uma F2 ou populagdes retrocruzantes sejam menos aptas, tanto
no ambiente parental como em novos ambientes. 1sso ocorre porque esses genotipos
recombinantes nunca foram testados pela selecdo natural. Embora a maioria dos gendétipos
hibridos sejam menos aptos, podem contribuir para a adaptacdo, quer seja por introgressao de
alelos individuais ou por estabelecimento de um genétipo recombinante (BARTON, 2001).

Os 14 individuos hibridos identificados no presente estudo, sdo encontrados na regido
de Manaus (Amazonas-Brasil) sendo esta, portanto, considerada uma zona hibrida e, neste
caso, € muito provavel gque este fato se deva a um contato secundario posterior ao evento de
divergéncia entre as espécies. As zonas de hibridizacdo podem ser formadas em decorréncia
de populacdes que divergiram em simpatria ou parapatria pela selecéo diferenciada ou podem
ocorrer também pelo contato secundario entre populacfes que se diferenciaram em alopatria e
que, posteriormente, sofreram alguma alteracdo nas suas areas de distribuicdo, levando a
ocorréncia de algum tipo de sobreposicdo (DOBZAHANSKY, 1940; MAYR, 1942;
BARTON & HEWITT, 1985; HARISSON, 1993;).

A regido de Manaus, nas Ultimas quatro décadas, apresentou um crescimento espacial
e populacional significativo devido & criagdo da Zona Franca em meados da década de
1960/70, ocasionando diversas transformacfes no espaco fisico, destacando-se o progressivo
e continuo desmatamento da area urbana, seja por ocupacOes irregulares ou areas

regularizadas como construcbes de prédios e conjuntos habitacionais (ALVES &
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MOLINARI, 2012), levando a formagdes de diversos fragmentos florestais isolados na
cidade, que exercem influéncia direta no tamanho e na dinamica das populagdes de animais
que ali se encontram.

A fragmentacdo de habitat € apontada como a maior ameaca para a sobrevivéncia de
preguigas, em que o isolamento de sub-populagdes nos fragmentos florestais € elevado devido
a pequena capacidade de locomog¢do das mesmas em &reas abertas e, quando o fazem podem
se machucar ou serem atropeladas, sendo que populacdes pequenas e isoladas sofrem com a
reducdo da variabilidade genética através de endocruzamentos e deriva genética (CASSANO,
2006), o que ocorre com frequéncia na cidade de Manaus e arredores, com 0s animais que se
encontram nessa regiéo.

Ao trabalhar com a espécie Saguinus bicolor na regido de Manaus, de Oliveira (2014)
encontrou um individuo com caracteristicas fenotipicas de S. midas que apresentou DNAmt
de S. bicolor, sugerindo se tratar de um hibrido entre as duas espécies. O autor cita como a
expansdo populacional de Manaus e a consequente redugdo na area de vida desses primatas
tem afetado suas populagdes, confirmando que a fragmentacdo de héabitat tem sido uma
grande ameaca a sobrevivéncia dessa espécie, bem como pode ser a causa da hibridizacdo que
pode estar ocorrendo na area em que as duas espécies se encontram.

Detwiler et al. (2004) afirma que a hibridizac¢&o entre os primatas africanos se trata de
um evento natural, que ocorre na auséncia de perturbacdes humanas, mas que a fragmentacéo
de héabitat dessas espécies tem aumentado a incidéncia de ocorréncia de hibridizacdo,
aumentando o nivel de ameaca a sobrevivéncia das mesmas. Ou seja, ainda que a causa da
hibridizacdo seja natural, a fragmentacdo do habitat das espécies de preguica encontradas em
Manaus pode estar causando um aumento no numero de individuos hibridos, podendo ser uma

ameaca a conservacao de uma ou ambas as espécies.

As espécies B. variegatus e B. tridactylus, atualmente encontradas nos fragmentos
florestais de Manaus, possuem habitat, modo de vida e fenétipos semelhantes, o que
possibilita um contato entre elas, pois ndo ha barreiras ecolégicas e comportamentais, ainda
mais neste caso, em que as fragmentagdes ocorrem de forma rapida e progressiva, diminuindo

a area de vida dessas espécies.

Devido a este contato e uma ineficiéncia na barreira pré-zigotica entre estas espécies, a
ocorréncia de cruzamentos entre elas é favoravel, levando a uma prole fértil, como se observa
nos resultados obtidos neste estudo, o que indica inexisténcia também de barreira pos-

zigotica. Dias (2013) também encontrou na fragmentacdo de habitat, nesse caso natural, o
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motivo para ocorréncia de hibridizacdo entre as espécies L. pardalis e L. wiedii. A
fragmentacdo da regido de savana de Beni, na Bolivia, proporcionaria um contato mais
proximo entre estas especies, em areas isoladas pela cheia. Tal cenario, somado a uma
divergéncia evolutiva recente e uma barreira pré zigética ainda incipiente poderia favorecer a
hibridizacdo. O que provavelmente seja 0 mesmo que ocorre entre as espécies B. tridatylus e
B. variegatus.

Se a hibridizacao tem alto preco evolutivo, a selecdo natural pode favorecer a evolucao
dos mecanismos pré-zigoticos. Se a hibridizacdo é menos onerosa, ou oferece algum tipo de
vantagem “fitness”, o isolamento pré-zigotico pode ser fraco. Nesse caso, mesmo que ocorra
em baixa frequéncia, a hibridizacdo é obrigada a ter consequéncias duradouras para a
estrutura genética (SCHWENK et al. 2008). No caso das preguicas do género Bradypus
encontradas em Manaus, as espécies provavelmente ndo desenvolveram mecanismos de

isolamento reprodutivo eficiente, o que possibilita a ocorréncia de hibridizacao entre elas.

Provéaveis Causas da Ocorréncia de Hibridizacéo entre B. variegatus e B. tridactylus

De acordo com os resultados obtidos com a utilizacdo do DNAmt, os espécimes de
Bradypus tridactylus foram agrupados no clado 1 (ao norte do Rio Negro e Amazonas) e 0S
espécimes de Bradypus variegatus foram agrupados no clado 2 (ao sul do Rio Negro e
Amazonas), sendo este dividido em dois outros clados: um que é representado por dois
individuos encontrados em Manaus e um encontrado alguns quilébmetros apds a travessia da
ponte sobre o Rio Negro, na regido de Iranduba, e 0 outro, que agrupa os demais individuos
de B. variegatus da area controle da espécie. Esse padrdo encontrado aponta para algum

episodio geoldgico que dividiu as espécies por significativo periodo de tempo.

Dias (2013), trabalhando com a regido controle (Dloop) do DNAmt, observou uma
diferenciacdo entre espécimes de Leopardus pardalis e Leopardus wiedii, em que as duas
espécies apresentaram separacdo entre dois clados: Norte do Rio Amazonas e Sul do Rio
Amazonas. Este resultado aponta para uma barreira geogréfica, entre os individuos de ambas
as espécies, imposta pelos rios Negro e Amazonas, 0 que provavelmente também ocorreu para

as preguicas da Amazénia: B. tridactylus e B. variegatus.
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Também pode-se observar algum tipo de estruturacdo entre os individuos de B.
variegatus, devido a separacdo dos nove individuos em dois clados diferentes. O que nos leva
a pensar que é muito provavel que tenha ocorrido algum evento geoldgico que possibilitou
uma diferenciacao entre essas populacdes de preguica, porém devido a pequena quantidade de
amostras obtidas no local, ndo se pode ter certeza do porque esses trés individuos (5752, 5750
e 5682) estarem separados em um clado diferente dos demais individuos da area controle da

especie.

Porém, é evidente que os dois individuos de B. variegatus encontrados em Manaus
(5750 e 5682), na verdade sdo de origem do sul do Rio Negro e Amazonas. Sabe-se que 0
individuo 5750 é filhote de uma preguica que foi levada para Manaus por acdo antropica da
regido do municipio de Iranduba, que fica localizado logo ap6s a travessia da ponte sobre o
Rio Negro, ja gravida, e acabou ficando no fragmento florestal da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Ela e o filhote sdo B. variegatus puros, que, teoricamente, ndo deveriam

ser encontradas a norte dos rios Negro e Amazonas.

O individuo 5682 também foi encontrado no fragmento florestal da UFAM. Os dois
individuos foram agrupados com um individuo encontrado na regido de Iranduba (5752), e 0s
trés foram agrupados em um clado diferente dos demais espécimes de B. variegatus da regido
controle, o que leva a pensar que ha algum tipo de barreira entre as populacdes desta espécie,

nessa regiao.

Durante longos periodos do terciario, uma porcdo do vale amazdnico, como a regido
entre Manaus e Obidos, foram grandes areas secas que permitiram uma troca de fauna entre
0s escudos das guianas e 0 escudo amazonico (MOSMANN et al. 1986), o que permitiu que
as preguicas comegassem a se dispersar em direcdo ao sul e outras regides da Amazénia, 0
que explicaria a intensa hibridizacdo e introgressdo que ocorre entre B. tridactylus e B.

variegatus.

Essa ponte entre os escudos provavelmente durou até o fim do mioceno, quando
movimentos tectonicos levaram a formacao do rio Solimdes, separando novamente 0s escudos
(HAFFER, 1997) e isolou as preguicas da familia Bradipodidae encontradas na Amazonia. As
espécies B. tridactylus e B. variegatus divergiram ha& aproximadamente 400 mil anos,
provavelmente durante o Pleistoceno, de acordo com os resultados obtidos por Barros et al.
(2003). De acordo com os mapas de distribuicdo destas espécies, B. tridactylus estaria restrita
a regido norte do Rio Negro e Amazonas e a espéecie B. variegatus a regido sul destes rios.



52

Porém, como foi visto nos resultados, individuos de B. variegatus sdo atualmente
encontrados em Manaus. Isso pode ser devido a acdo antropica, como se sabe que realmente
acontece na regido, como pode ser algo mais antigo, e esses individuos terem ficado restritos a
regido de Manaus apds a formacdo do Rio Negro, indicando que a divergéncia entre estas
espécies ocorreu independente da formacdo dos rios e a hibridizacdo pode ser um processo

natural que vem ocorrendo ha muitos anos entre elas.

Implicacbes da Hibridizacdo na Conservacao

Como € apontado por de Oliveira (2014), perturbagdes no habitat causadas na regido
de Manaus levam a uma evolucdo em acdo intensificada para as espécies encontradas nos
fragmentos florestais da cidade. No caso das preguicas, a fragmentacdo de habitat tem pode
estar levando ndo s6 a uma reducdo populacional, como tem intensificado a ocorréncia de

hibridizacéo entre elas.

As consequéncias da existéncia de hibridos férteis para o processo evolutivo e de
especiacdo dos grupos envolvidos podem variar de insignificantes a drasticas, dependendo do
tamanho populacional e da frequéncia de ocorréncia desses hibridos. Na maioria das vezes, a
ocorréncia de hibridizacdo representa um risco para a conservacao das espécies. Quando a
hibridizacdo ocorre em pequenas populacdes naturais, pode levar a consequéncias negativas
para a espécie como a depressdo por exocruzamento (NASCIMENTO et al. 2012),
competicdo com as espécies parentais ou até mesmo a extingdo de uma ou ambas espécies
envolvidas nesse processo (GALLETI JR. et al. 2008).

A hibridizacdo pode representar uma fonte de trajetorias evolutivas, tendo grande
impacto sobre a origem e destino de linhagens. Pode resultar na origem de novos genotipos,
bem como em mudancas significativas de frequéncias alélicas, alteracBes genéticas,
ecologicas e comportamentais (ARNOLD, 1997; SCHWENK et al. 2008). Quando
comparada com mutagdo e recombinacéo, a hibridizacdo pode resultar em mudancas rapidas e
duradouras entre espécies (SCHWENK et al. 2008). Em maior escala, a hibridizacdo tem sido
crucial para a evolugdo (BARTON, 2001).

Determinar se as causas da hibridizacdo sdo naturais ou antropogénicas € crucial para

0 manejo e conservacao das espécies. Hibridos causados por processos antropogénicos devem
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ser monitorados como uma potencial ameaca a integridade de biotas locais (SCHNEIDER,
2009). No caso do municipio de Manaus, € importante que haja um monitoramento dessas
espécies e da ocorréncia de hibridizacdo, para que se possa propor e adotar estratégias de
manejo adequadas. Sendo importante também saber até onde vai essa regido de hibridizacao,

se estd restrita aos fragmentos florestais da cidade ou também pode estar no seu entorno.

Estudos voltados para aspectos bioldgicos, ecolégicos, genéticos e biogeograficos sao
de fundamental importancia para gerar informacdes empiricas sobre as espécies e, portanto,
auxiliar na elaboracdo de estratégias de manejo, conservacdo e protecdo das espécies

envolvidas em processos de hibridizacao e introgresséo.
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CONCLUSAO

Amostras ndo-invasivas de coleta para obtencdo de DNA tem se mostrado uma
alternativa interessante no que diz respeito a estudos genéticos de populacdes selvagens. No
caso das preguigcas, tanto a utilizacdo de pelos como a de carrapatos mostraram-se de custo e
dispéndio de tempo reduzidos, facil estocagem de amostras e concentracdo de DNA
relativamente boa para a realizacdo dos estudos, sendo, portanto, uma alternativa viavel.

A espécie B. variegatus ocorre ao norte do Rio Negro, sendo necessaria uma correcao
nos mapas de distribuicdo da espécie, encontrando-se em simpatria com a espécie B.
tridactylus na regido de Manaus. Ha ocorréncia de hibridizacdo entre as espécies, que
provavelmente seja restrita aos fragmentos florestais de Manaus, em que é possivel observar a
existéncia de hibridos da geracdo F1, F2 e retrocruzantes, confirmando a fertilidade dos
mesmos.

A hibridizag8o encontrada é unidirecional, entre fémeas de B. tridactylus e machos de
B. variegatus. Porém ocorre de forma aleatoria nos fragmentos florestais de Manaus, ndo
havendo um padréo e nao ha relagdo com areas de parque, nao estando restrita aos fragmentos
florestais da UFAM e do INPA, onde as pessoas costumam soltar as preguicas que encontram
ou capturam.

Sendo um evento natural ou resultado de acdo antrdpica, a hibridizacdo traz uma série
de consequéncias evolutivas para as espécies envolvidas, estando estritamente relaciona a
conservacao das mesmas e requer uma série de estudos que visem gerar mais informacdes
sobre esse processo para que, possa haver a elaboracdo e utilizacdo de estratégias de manejo

para as espécies envolvidas.
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