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Resumo
Sylvilagus brasiliensis, conhecido como Tapiti, destaca-se pela sua ampla distribuicédo
geografica nas Américas. Este animal é encontrado em vérios biomas do Brasil, gerando
debates taxondmicos acerca da possivel existéncia de espécies cripticas e do impacto de fatores
ambientais na sua diferenciacdo. Nossas analises focaram no gene 12S rRNA e identificaram
dois clados distintos dentro de S. brasiliensis: Clado América Central e Clado America do Sul,
sem fluxo génico entre eles. A rede de haplotipos e a significativa divergéncia genética (1,6%
para Da e 2% para p-distance) encontrada corroboram a existéncia de dois haplogrupos
distintos ao longo da distribuicdo da espécie. A descontinuidade genética apresenta uma
aparente relacdo com os Andes como barreira, atuando como um evento vicariante para esta
espécie. A funcdo dos Andes como barreira geografica na diversificacdo de espécies é
particularmente importante, uma vez que as populacbes ancestrais de S. brasiliensis
provavelmente se originaram na América Central, dispersando-se posteriormente para o sul e
sendo separadas pelos Andes. Os resultados mostram forte impacto taxonémico para esta
espécie, embora mais pesquisas, especialmente com amostragens mais abrangentes, sejam
necessarias para compreender a diversificacdo e conservacdo do S. brasiliensis, uma espécie

em risco de extincao.

Palavras-chave: Sylvilagus brasiliensis - Espécies cripticas - Distribuicdo geogréfica-
Neotropicos - mtDNA



Abstract
Sylvilagus brasiliensis, known as Tapiti, stands out for its wide geographical distribution in the
Americas. This animal is found in various biomes of Brazil, generating taxonomic debates
about the possible existence of cryptic species and the impact of environmental factors on its
differentiation. Our analyses focused on the 12S rRNA gene and identified two distinct clades
within S. brasiliensis: Central America Clade and South America Clade, without gene flow
between them. The haplotype network and the significant genetic divergence (1.6% for Da and
2% for p-distance) found corroborate the existence of two distinct haplogroups along the
species' distribution. The genetic discontinuity shows an apparent relation with the Andes as a
barrier, acting as a vicariant event for this species. The function of the Andes as a geographical
barrier in species diversification is particularly important, as the ancestral populations of S.
brasiliensis likely originated in Central America, subsequently dispersing to the south and
being separated by the Andes. The results show a strong taxonomic impact for this species,
although more research, especially with more comprehensive sampling, is necessary to

understand the diversification and conservation of S. brasiliensis, a species at risk of extinction.

Keywords: Sylvilagus brasiliensis - Cryptic species - Geographical distribution — Neotropics
— mtDNA
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APRESENTACAO

Este Trabalho de Conclusdo de Curso €é constituido por um artigo cientifico intitulado
“Inferéncias moleculares sugerem diversidade criptica de Sylvilagus brasiliensis
(Logomorpha: Leporidac) nas Américas Central e Sul”, foi desenvolvido com a orientagdo do
Prof. Dr. Adam Bessa. Pretende-se submeter como Short Communication ao periodico Journal
of Mammalian Evolution. A construcdo deste trabalho surgiu a partir de discussdes em sala
durante a disciplina de Evolucdo e Biogeografia, ministrada pelo professor Adam Bessa. O
despertar para a busca em compreender a histéria evolutiva das espécies, bem como a suas
relacdes filogenéticas € o norteia meu interesse no desenvolvimento da pesquisa.

O estudo com coelhos selvagens do género Sylvilagus, S. brasiliensis (Tapiti), a espécie
alvo discutida aqui, parte das problematizacdes acerca da sua distribuicdo nas Américas Central
e Sul. A partir disso, sugerimos o valor de divergéncia genética e que se trata de espécies

cripticas, com linhagens distintas ao longo da distribuicdo nas Américas Central e Sul.



1. INTRODUCAO

O género Sylvilagus (Linneaus, 1768), conhecido como coelhos-americanos é
atualmente composto por 22 espécies, distribuidas desde o sudoeste do Canada até o norte da
Argentina (Silva et al. 2019). Dentre essas espécies, o Sylvilagus brasiliensis, também referido
como Tapiti, destaca-se por possuir uma das distribuices geograficas mais amplas dentro do
género, abrangendo regides do sul do México ao Brasil (Ruedas et al. 2017) (Fig. 1). Esses
mamiferos terrestres de pequeno e médio porte sdo generalistas, com atividades predominantes
durante o crepulsculo e a noite (Dias et al. 2019). Exibem uma pelagem densa e suave, com
coloracgdo dorsal que varia do marrom ao preto, ventre eshbranquicado e laterais mais claras.
Além disso, tém orelhas mais curtas quando comparadas a outros membros da familia
Leporidae (Cordeiro-Estrela, 2022). Sdo diferenciados de outras espécies do género pela sua

menor envergadura, com uma média de 372 mm de comprimento (Diersing, 1981).

Figura 1: Amostragem e area de distribuicdo de Sylvilagus brasiliensis utilizadas para mapear
a ocorréncia da espécie. As localidades podem ser verificadas na Tabela 1 através dos niUmeros

correspondentes Nno mapa.

Putative distribution

. Sampling

Fonte: autora.



No Brasil, a ocorréncia registrada do Tapiti se estende pelos biomas Amazonia, Mata
Atlantica, Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa, habitando regides de vegetacdo densa e
arbustiva (Cordeiro-Estrela, 2022; Dantas et al., 2016). A vasta distribuicdo geografica do S.
brasiliensis provoca um debate significativo sobre aspectos taxondmicos. Estudos anteriores,
majoritariamente baseados em dados morfoldgicos, sugerem a presenca de espécies cripticas
na area de ocorréncia desta espécie (Ruedas et a.l, 2017), indicando que variacdes ambientais
podem ter conduzido a adaptacdes locais e divergéncias regionais (Reis; Filho e Silveira, 2011).
No entanto, S. brasiliensis ainda é considerada como uma Unica espécie ao longo de toda a sua
distribuicdo (Junior et al., 2005; Ruedas et al., 2017).

A distribuicdo de S. brasiliensis é sobreposta a regido Neotropical, uma zona
reconhecida por sua alta biodiversidade. Eventos geoldgicos e climaticos, como a formacao do
Istmo do Panama e a ascensdo dos Andes, sdo considerados eventos historicos que impactaram
a biodiversidade tanto global quanto regional (Bacon et al., 2015; Santos et al., 2009). Além
disso, as flutuacdes climaticas do Quaternario sdo vistas como um motor de diversificacdo para
a biota Neotropical, com os ciclos glaciais/interglaciais do Pleistoceno e mudancas nos niveis
do mar influenciando significativamente a composi¢cdo do habitat e a diversificacdo de
organismos Neotropicais (Antonelli et al., 2010; Damasceno et al., 2014; Rull 2004; 2005;
2008; Silva et al., 2019).

Apesar do acumulo de estudos, 0s mecanismos subjacentes aos padrGes de
diferenciacdo observados continuam a ser intensivamente debatidos, sendo tradicionalmente
categorizados em duas hipéteses principais, embora ndo mutuamente exclusivas: dispersao de
longa distancia e vicariancia (Savage 1982; Nason et al., 2002; Mayle, 2004; Yoder & Nowak,
2006). Distinguir entre esses dois modelos de diversificagdo permanece desafiador; no entanto,
padroes filogeograficos idiossincraticos frequentemente relatados entre taxons com
distribuicdo semelhante ou co-distribuidos sugerem que caracteristicas ecoldgicas especificas
e/ou historicos de vida podem explicar diferentes respostas as mudangas de paisagem
compartilhadas (Miller et al., 2008; Antonelli et al., 2010; Smith et al., 2014). Por exemplo,
estudos filogeograficos comparativos em larga escala recentes, conduzidos por Smith et al.
(2014) e Silva et al. (2019), revelaram padrdes espaciais e temporais altamente discordantes de
diferenciacdo genetica, sugerindo que os mecanismos evolutivos podem atuar de maneira
distinta em diferentes espécies.

Adicionalmente, a intervencdo humana, manifestada por alteragdes nas condigdes
naturais das populacGes, fragmentacéo de habitat e reducdo das &reas nativas, tem exercido um

impacto negativo sobre a dindmica populacional, a taxa de reproducgéo, o fluxo génico e,
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consequentemente, a diversidade genética do S. brasiliensis (Carvalho, 2022). Essas alteracdes
na paisagem representam uma ameaca para os tapitis, provocando o isolamento de populacdes,
sobretudo devido a fragmentacdo (Cordeiro-Estrela, 2022). Conforme salientado por Mendes
Pontes et al., (2016), a distribuicdo de S. brasiliensis em algumas regides alcangou um nivel
abaixo do que pode ser detectado. Nesse contexto, é alarmante que, de acordo com dados
divulgados pela Unido Internacional para a Conservacéo da Natureza e dos Recursos Naturais
(IUCN, 2021), o S. brasiliensis seja categorizado como uma espécie ameacada, sublinhando a
necessidade de mais pesquisas para embasar a¢oes de conservacao direcionadas.

Assim, dado que a taxonomia de S. brasiliensis ainda apresenta muitas lacunas,
especialmente no que se refere ao mapeamento da distribuicdo geogréafica, a delimitacdo de
subespécies torna-se desafiadora (Cordeiro-Estrela, 2022). A ampla ocorréncia desencadeia
questionamentos sobre a consisténcia taxonémica entre as populagdes da América Central e da
América do Sul. Carvalho (2022), ressalta que é intrigante, do ponto de vista ecolégico, que
uma espécie de pequeno a médio porte se faca presente em vastas variacdes geograficas. Nesse
cenario, a analise molecular emerge como uma ferramenta promissora para estimar a distancia
genética entre 0s grupos e esclarecer se estes podem representar linhagens distintas, e se
mecanismos evolutivos como vicariancia e dispersdo podem estar no cerne da historia

evolutiva desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de Dados

Para o desenvolvimento deste estudo, focamos na analise de sequéncias de DNA do
gene mitocondrial 12S ribossémico RNA (12S rRNA) da espécie Sylvilagus brasiliensis. Todas
as sequéncias foram adquiridas exclusivamente do GenBank (National Center for

Biotechnology Information - NCBI).

2.2 Estratégia de Busca e Extracdo de Dados

Utilizamos um script em Python (https://github.com/AdamBessa), desenvolvido para
este estudo, com o objetivo de executar uma busca detalhada e sistematica das sequéncias de
interesse. O script foi desenvolvido para filtrar e extrair ndo apenas as sequéncias de DNA,
mas também as informacGes geograficas associadas, oferecendo insights valiosos sobre a
distribuicdo geografica e a variabilidade genética da espécie em diferentes localidades.

2.3 Implementacao do Script em Python



O codigo foi implementado utilizando a biblioteca Biopython, uma ferramenta
poderosa para a manipulacéo e analise de dados bioldgicos. O script foi otimizado para interagir
com a interface de programacdo de aplicativos (API) do GenBank, permitindo a busca
automatizada e a extracdo de sequéncias especificas do gene mitocondrial 12S rRNA de S.
brasiliensis.

2.4 Andlises moleculares

As sequéncias foram alinhadas automaticamente utilizando o software ClustalW
(Thompson et al., 1994) no GENEIOUS 9.0.5 (https://www.geneious.com). As relacdes
filogenéticas foram realizadas usando Inferéncia Bayesiana (IB) e a abordagem de Maxima
Verossimilhanca (ML). A abordagem IB foi executada no software *BEAST baseado em
coalescente MCMC (Método de Monte Carlo via Cadeias de Markov) Bayesian (Bouckaert et
al., 2014), conforme implementado na plataforma para analise evolutiva bayesiana BEAST?2
2.0.3 (Bouckaert et al., 2014). A andlise *BEAST foi realizada sob um reldgio relaxado
lognormal e um modelo de especiacdo Yule (Drummond et al., 2006). Realizamos trés cadeias
de 5 x 108 passos, amostradas a cada 5 x 104 passos, e aplicamos de 10% de burn-in. Avaliamos
a convergéncia da cadeia com TRACER 1.6.0 (Bouckaert et al., 2014), garantindo que todos
0s parametros ESS excedessem 200. Resumimos todas as arvores usando a maxima
credibilidade de clado em TREEANNOTATOR 1.8.0. Os modelos de substituicdo foram
escolhidos com PARTITIONFINDER 2 (Lanfear et al., 2016), usando a sele¢do de modelo
BIC. A anélise ML foi realizada usando o modelo GTRGAMMA, e a confianca dos ramos da
melhor arvore foi analisada com base na andlise de 1000 réplicas de bootstrap. As arvores
foram editadas usando o FigTree 1.4.3 (Rambaut, 2017).

Para investigar os padrdes de estrutura genética, estimamos a relagdo genealdgica entre
hapldtipos usando uma abordagem filogenética para criar redes de haplotipos conforme
implementado no Haploviewer (Salzburger et al., 2011). Indels foram removidos pois néo
reduziram significativamente o nimero de sitios polimorficos nem influenciaram a informacéo
nos conjuntos de dados. A distancia genética entre os grupos foi calculada como o nimero de
substituicdes nucleotidicas liquidas por sitio (Da; Nei, 1987, equacdo 10.21) e com a distancia

p-distance no software DNAsp (Rozas et al., 2017).

10



3. RESULTADOS

A nossa busca no GenBank recuperou um total de 30 sequéncias (Tabela 1), sendo as
espécies Sylvilagus bahmani holzneri, Sylvilagus floridanus, Ochotona princeps e Ochotona
curzoniae utilizadas como grupos externos.

As analises moleculares utilizando o gene 12S rRNA, revelam evidéncias dois clados
bem suportado (Fig 2A) dentro de S. brasiliensis, sendo um grupo com ocorréncia ha América
Central e outro com ocorréncia na América do Sul. Além disso, os dados representados pela
rede de haplétipos (Fig. 2B), também suportam que a existéncia de dois grupos distintos
separados por 5 mutacdes, sem qualquer evidéncia de compartilhamento de haplotipos ou fluxo

génico.

Figura 2: A) Andlise filogenética separando os grupos; B) Rede de hal6tipos. Os tamanhos dos

circulos séo proporcionais ao nimero de individuos que compartilham os mesmos hapl6tipos.

KU0S7219_S,

KU057222_S,

Central America

yivilag:

14541 15199 Syhilag
141 15200_SyMtsg

KN225731_Ochatona_curzonise

Fonte: autora.

Adicionalmente, a avaliacdo da divergéncia genética calculada para as linhagens é
congruente com as impressdes expostas, apresentando o valor minimo de 1,6% para Da
(0,01623) e 2% para p-distance (0,02050), sustentando a hipo6tese da existéncia de dois

haplogrupos ao longo da area de ocorréncia das espécies, o que também foi observado pelos
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elevados valores de suporte da arvore bayesiana (0,9783) (Fig 2.A), demostrando que a
separacao genética € consistente. Esses valores foram similares aos de outros estudos com
espécies de mamiferos, incluindo espécies do género Sylvilagus, demonstrando a eficiéncia do
12S na deteccdo de grupos com divergéncia incipiente (Allard & Honeycutt, 1992; Halanych
& Robinson, 1997).

4. DISCUSSAO

Nossos resultados revelaram a existéncia de pelo menos dois grupos distintos, alinhados
com as amostras coletadas da América Central e América do Sul (veja Fig 2A; B). A
divergéncia observada entre estes grupos sugere gue o nivel de variagdo genética pode ter
implicacGes taxondmicas significativas. Este fendmeno é um exemplo de evolugdo divergente,
onde caracteristicas biolégicas com origem evolutiva comum divergem ao longo do tempo
devido a diferentes pressGes ambientais e selecdo natural, eventualmente conduzindo a
especiacao (Bessa-Silva et al., 2020; Roberts et al., 2006; Guarnizo et al., 2009).

Este resultado é de grande relevancia, principalmente devido as questdes taxonémicas
que permaneceram controversas ao longo do tempo. Por exemplo, Hoffman e Smith (2005)
identificaram apenas uma espécie, Sylvilagus brasiliensis, com ampla distribuicdo na regido
neotropical. Em contraste, Ruedas (2017) reconheceu sete espécies do género Sylvilagus na
América do Sul, a saber: Sylvilagus brasiliensis Linnaeus, 1758; Sylvilagus tapetillus Thomas,
1913; Sylvilagus floridanus J. A. Allen, 1890; Sylvilagus andinus Thomas, 1897; Sylvilagus
sanctaeritae Hershkovitz, 1950; Sylvilagus varynaensis Durant & Guevara, 2001; e Sylvilagus
parentum Ruedas, 2017. As espécies Sylvilagus andinus, Sylvilagus floridanus, Sylvilagus.
sanctaemartae, Sylvilagus varynaensis e Sylvilagus parentum sdo encontradas em localidades
especificas, com as quatro primeiras presentes nas regides dos Andes, enquanto Sylvilagus
parentum € restrita @ Guiana. A classificacdo proposta por Ruedas ndo foi aceita por Diersing
& Wilson (2017), que classificaram Sylvilagus sanctaeritae como sinénimo de Sylvilagus
gabbi J. A. Allen, 1877, da América Central, e S. andinus como uma subespécie de S.
brasiliensis, nomeada Sylvilagus brasiliensis andinus.

Embora estes resultados sejam relevantes, suas analises foram exclusivamente baseadas
em caracteristicas morfologicas e variagdes ambientais que, teoricamente, fazem parte do
arcabouco evolutivo natural das espécies. No entanto, nossos resultados, fundamentados em
dados moleculares, corroboram a hipotese de duas linhagens distintas ao longo da distribuicao

de S. brasiliensis estabelecidas ao norte e ao sul dos Andes.
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Esta divergéncia genética pode estar estreitamente relacionada a histéria biogeogréafica
das espécies, especialmente no que se refere a influéncia dos Andes como uma barreira
geogréfica. Os registros fosseis mais antigos de lagomorfos, datados do inicio Eoceno, sdo
originarios da India (Rose et al., 2008). No entanto, foi durante o Oligoceno que as espécies
semelhantes aos atuais Leporidae emergiram na América do Norte (Emry & Gawne, 1986).
Isso sugere que 0s grupos ancestrais de S. brasiliensis provavelmente se originaram na América
Central e, posteriormente, dispersaram-se para a Ameérica do Sul.

Este padréo de dispersao e diversificacdo é observado em varios grupos, influenciado
pela formacdo da conexao terrestre pelo Istmo do Panama. Esse fendmeno permitiu a dispersao
de numerosos organismos, um evento conhecido como o Grande Intercambio Americano
(Woodburne, 2010; Bacon et al., 2016). No entanto, muitos dos padrbes de diversificacdo
neotropical também foram posteriormente direcionados pela orogenia da Cordilheira dos
Andes. Isso permitiu a diversificacdo por vicariancia de populacdes ancestrais, que estavam
anteriormente amplamente distribuidas ao norte e ao sul dos Andes (Bessa-Silva et al. 2020;
Montoya-Valencia, 2018; Roberts et al., 2006; Guarnizo et al., 2009)

Além disso, Whiteman-Jennings (2015), sugere que a colonizacdo bem-sucedida de
espécies com origem da América do Norte é promovida pelo menor tamanho do corpo, visto
que aumenta a probabilidade de dispersdo. Nesse sentido, sendo S. brasiliensis uma espécie de
pequeno a médio porte, o tamanho do corpo pode ter sido um fator com grande influéncia na
dispersdo para América do Sul.

Os Andes, uma das cadeias montanhosas mais impressionantes do mundo, tém um
papel crucial na biodiversidade Neotropical, atuando como barreira geogréfica e influenciando
a distribuicdo e diversificacdo de varias espécies (Weir & Price, 2011; Hazzi et al., 2018). Para
a familia Leporidae, que inclui lebres e coelhos, os Andes podem representar uma barreira
significativa para a dispersao e diversificacdo das espécies, embora estudos especificos sobre
o0 impacto direto dos Andes sobre os Leporidae sejam limitados.

Este padrdo foi observado no caso dos roedores Sigmodontinae, a familia de mamiferos
mais diversificada na regido neotropical. Os Andes desempenharam um papel crucial em sua
radiacdo evolutiva, atuando como um 'bergo macroevolutivo' (Vallejos-Garrido et al., 2023).
A formacdo dos Andes transformou drasticamente a paisagem antes homogénea, criando
habitats e possibilidades ecologicas, o que impulsionou a diversificacdo das espécies. Este
processo destaca a importancia da especiacdo na geracdo de diversidade bioldgica (Nosil &
Feder, 2012; Sedano & Bruns, 2010).
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Para os Leporidae, € possivel que os Andes tenham um papel semelhante, agindo tanto
como uma barreira para a dispersdo gquanto como um motor de diversificacdo. As montanhas
podem ter promovido a diversificacdo de espécies dentro da familia Leporidae, criando
microclimas e habitats isolados que fomentam a especiacao.

5. CONCLUSAO

Portanto, nossos resultados demonstram claramente a existéncia de duas linhagens
distintas de S. brasiliensis. Além das implicacGes evolutivas e taxondmicas, estes achados
indicam a necessidade de estudos adicionais, principalmente focados em uma amostragem mais
abrangente nas areas de distribuicdo. Esta necessidade é ainda mais critica para avaliar 0s

impactos na conservagao, considerando que esta espécie se encontra ameacada de extingao.
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Tabela 1: Referéncias geograficas da amostragem e nimero de acesso das sequéncias de
Sylvilagus brasiliensis no Genbank.

Localidade Regiao Gene Voucher Genbank
Costa Rica América Central 12S KU057219
Costa Rica América Central 12S KU057222
Costa Rica América Central 12S KU057223
Costa Rica América Central 12S KU057224
Costa Rica América Central 12S KU057225
Costa Rica América Central 12S KU057226
Costa Rica América Central 12S KU057256
Costa Rica América Central 12S KU057251
Panama América Central 12S KU057232
Panama América Central 12S KU057233
Brasil/Para América do Sul 12S MH115200
Brasil/Para América do Sul 12S MH115199
Brasil/Para América do Sul 12S MH115197
Brasil/Maranh&o América do Sul 12S MH115198
Brasil/Rio Grande do Sul América do Sul 12S MH115196
Brasil/Rio Grande do Sul América do Sul 12S MH115195
Brasil/S&o Paulo América do Sul 12S MH115194
Brasil/Minas Gerais América do Sul 12S MH115192
Brasil/Pernambuco América do Sul 12S MH115257
Brasil/Pernambuco América do Sul 12S MH115254
Brasil/Bahia América do Sul 12S MH115193
Brasil/Minas Gerais América do Sul 12S MH1152191
Brasil/Mato Grosso América do Sul 12S MH1152190
Equador América do Sul 12S KU057227
Equador Ameérica do Sul 12S KU057236
Equador América do Sul 12S KU057228
Peru América do Sul 12S KU057243
Bolivia América do Sul 12S KU057240
Paraguai América do Sul 12S KU057241
Paraguai Ameérica do Sul 12S KU057241
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