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RESUMO

Programas de reproducao e conservacgao ex situ t€ém sido estabelecidos para espécies ameacadas
com o objetivo de manter populacdes autossustentaveis e demograficamente estaveis, capazes
de reter diversidade genética e evitar a depressdo endogamica. Entretanto, apesar do sucesso de
muitos destes programas, a manutengao de uma espécie em cativeiro enfrenta grandes desafios.
O baixo numero de individuos que origina o grupo fundador e a reproducao entre individuos
relacionados propiciam a perda de diversidade genética e o aumento da endogamia nas
populacdes cativas. Para resolver estas questdes, alguns programas de conservagao passaram a
combinar analises tradicionais, baseadas nos registros genealdgicos da espécie (Studbook), com
abordagens genético-moleculares. Essas informagdes podem ser utilizadas inclusive para
manejo in situ e ex situ integrado, o qual facilita tomadas de decisdes que contemplem
translocagdes e/ou a criagdo de areas de conservagao prioritarias, e, eventualmente, introdugdes
de animais de cativeiro na natureza. Nesse contexto, o presente trabalho analisou a diversidade
genética de grupos de vida livre e de cativeiro do mico ledo preto Leontopithecus chrysopygus,
uma espécie de primata ameacada, endémica da Mata Atlantica de Sao Paulo, que vem sendo
mantida em cativeiro como estratégia alternativa para sua conservagao, através de marcadores
microssatélites. Os dados demonstram que o manejo em cativeiro esta obtendo sucesso em
evitar a homozigose, visto que os valores de Ho se mantiveram igualmente superiores aos da
He ap6s nove geracgdes. Os valores de Fis, He, Ho ndo apresentaram diferengas significativas
entre o de 2014 e os de 2018, no entanto, houve uma diminui¢ao significativa na riqueza alélica
nos grupos brasileiros, demonstrando que esta ocorrendo perda de alelos ao longo das geragoes.
As andlises de parentesco para os grupos cativos confirmaram as relagcdes descritas no
Studbook; e as andlises de estruturacdo genética demonstraram a existéncia de uma
metapopulagdo ex situ cativa. Quanto aos grupos in situ, foram evidenciadas diferencas
significativas nos niveis de diversidade genética calculados para as populagdes pertencentes a
trés fragmentos distintos. Os valores observados para o coeficiente de endogamia, no entanto,
foram similares, demonstrando excesso de heterozigoto e provavelmente um comportamento
de tendéncia de fuga da endogamia. As analises de estruturagdo genética demostraram que as
trés populagdes de vida livre analisadas neste estudo estdo estruturadas e possuem forte
diferenciagdo genética. Quando os grupos ex situ e in situ foram comparados, foi verificada

existéncia de estruturagdao populacional.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicao do problema

Os programas de reprodugdo em cativeiro estabelecidos por zoologicos e aquarios tém
como objetivo principal manter populagdes autossustentaveis e demograficamente estaveis, que
retenham diversidade genética e baixa endogamia (BALLOU; LACY, 1995; FOOSE;
BALLOU, 2007; HEDRICK; MILLER, 1992). Estes objetivos sdo fundamentados no fato de
que as populacdes em cativeiro teoricamente devem ser representativas das populagdes de vida
livre, para que aquelas possam ser, eventualmente, usadas em programas de reintroducdo, se
necessario (ROBERT; COUVET; SARRAZIN, 2007). Apesar desse importante potencial,
sabemos, no entanto, que as populagdes mantidas em cativeiro enfrentam uma série de desafios,
incluindo o nimero reduzido de reprodutores utilizados e a consequente perda de diversidade
genética e tendéncia a depressdo endogamica, além da propria adaptagdo ao cativeiro. Por outro
lado, na natureza, espécies ameagadas também tendem a apresentar baixos niveis de diversidade
genética, decorrentes dos efeitos de gargalo e auséncia de fluxo génico entre populacdes
fragmentadas, e que, em geral, apresentam baixa densidade populacional e ameagas constantes
devido a caca, trafico ilegal e destruicdo de seu habitat e recursos disponiveis (AYALA-
BURBANO et al., 2017). Este ¢ o caso do mico ledo preto, espécie foco deste estudo.

A espécie Leontopithecus chrysopygus, conhecida popularmente como mico ledo preto
(MLP), ¢ endémica da Mata Atlantica brasileira, bioma atualmente considerado como um dos
mais fragmentados do continente americano (RIBEIRO et al., 2009). O MLP ¢ listado como
ameagado de extincdo pela lista vermelha da [UCN (Unido Internacional para Conservagdo da
Natureza) e pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis) (Ministério do Meio Ambiente, Governo Federal, Brasil).

O primeiro grupo de L. chrysopygus em cativeiro foi estabelecido no ano de 1973 no
Banco Biolégico da Tijuca (Rio de Janeiro, RJ), pela introdugdo de sete animais provenientes
do Parque Estadual do Morro do Diabo (Teodoro Sampaio, SP), quando a populagdo de vida
livre desta espécie foi estimada em aproximadamente 200 animais (COIMBRA-FILHO, 1970).
Com a finalidade de contribuir com o manejo dos grupos em cativeiro, no ano de 1987 foi
criado um Comité Internacional para a Preserva¢do e Manejo do Mico-Ledo-Preto, iniciativa
que também deu origem ao primeiro registro genealodgico da espécie (Studbook) (KLEIMAN;

RYLANDS, 2008).
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Em 2017, a populacdo mundial de L. chrysopygus em cativeiro foi estimada em 55
individuos distribuidos em zoologicos brasileiros e a Europa. No exterior, o grupo em cativeiro
esta atualmente formado por 13 individuos, todos alocados no zoolégico de Jersey/Durrell
Wildlife Conservation Trust (Jersey, Inglaterra). No Brasil, o maior grupo em cativeiro se
concentra na Fundagdo Parque Zoologico de Sao Paulo (FPZSP, Sao Paulo, SP), a qual mantém
27 individuos. O Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ, Guapimirim, RJ) abriga 15
(WORMELL; MARQUES, 2020).

Até 2017, o manejo dos grupos ex situ do MLP havia sido feito unicamente através de
analises de pedigree, as quais sdo realizadas para auxiliar as recomendagdes anuais para a
reproducdo dos animais em cativeiro (AYALA-BURBANO et al., 2017). Tal manejo visa
atender metas demograficas e genéticas, como a minimizagdo do grau de parentesco e
manutengdo ou aumento no numero de animais e dos niveis de variacdo genética
(FERNANDEZ; TORO, 1999; FOOSE; BALLOU, 1988; SONESSON; MEUWISSEN, 2001).
Estas recomendacgdes e as estimativas de diversidade genética, no entanto, sdo em geral
baseadas em analises de Studbook, as quais costumam ser limitadas, uma vez que o grupo
fundador frequentemente representa uma proporcao desconhecida da diversidade genética total
da espécie. Além disso, devido ao potencial relacionamento entre os fundadores, a diversidade
genética nas geragdes subsequentes costuma ser superestimada, j4 que comumente se assume
auséncia de relacionamento no grupo fundador (AYALA-BURBANO et al., 2017, 2020;
RUDNICK; LACY, 2008).

Com a finalidade de maximizar as informagdes obtidas para os grupos de cativeiro e
otimizar o seu manejo, mais recentemente alguns programas de reproducdo ex situ passaram a
combinar analises moleculares com as analises de pedigree tradicionalmente realizadas (ITO et
al.,2017). Neste contexto, parametros genéticos sao estimados a partir de dados de genealogias
registrados no Studbook e também de dados moleculares produzidos para os grupos mantidos
em cativeiro. Nesta estratégia, estimativas de diversidade genética, do coeficiente de endogamia
e do grau de parentesco obtidas pelas andlises de pedigree sao comparadas as obtidas por
marcadores moleculares, gerando informagdes valiosas acerca da estrutura genética das
populagdes em cativeiro. Uma outra estratégia extremamente interessante ¢ a extensao dos
estudos genéticos ex situ também para populagdes in situ (AYALA-BURBANO et al., 2017,
2020), com vistas ao manejo integrado da espécie, e potenciais reintroducdes, caso haja

necessidade.
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1.2 Espécie estudada: Leontopithecus chrysopygus

O MLP foi avistado pela 1* vez na regido de Sorocaba-SP, no ano de 1822, por Johann
Natterer, mas foi Johann C. Mikan quem descreveu a espécie no ano seguinte, em 1823, com o
nome inicial de Jacchus chrysopygus (COIMBRA-FILHO, 1970; MEDICI et al., 2003; VON
PELZELN, 1883). Sua distribui¢do original abrangia as partes baixas da Mata Atlantica,
localizadas entre os rios Tieté e Paranapanema (KLEIMAN; RYLANDS, 2004). No entanto, o
desmatamento da floresta e substitui¢do de seu habitat nativo por areas urbanas e para uso
agricola, juntamente com a fragmentagado das dreas de mata remanescente, manteve essa espécie
sem ocorréncia de registros na natureza por cerca de 65 anos, sendo esta considerada extinta
durante todo esse periodo. Somente no ano de 1970, alguns micos ledes pretos foram novamente
avistados na Floresta Estadual do Morro do Diabo, localizada na regido préxima ao Pontal de
Paranapanema (SP) (BALLOU et al., 2008; COIMBRA-FILHO, 1970; REZENDE, 2015).

Atualmente, estima-se que existam cerca de 1600 animais na natureza (REZENDE et
al, 2020), distribuidos em 18 distintas populagdes, pertencentes a sete areas protegidas, sendo
estas: Parque Estadual do Morro do Diabo, Estacdo Ecoldgica Mico-Leao-Preto, Fazenda
Mosquito, Estacdo Ecoldgica Caetetus, Reserva Privada Olavo Egydio Setubal, Estacdo
Ecoldgica Angatuba e a Floresta Nacional de Capao Bonito (HOLST et al., 2006; REZENDE,
2015). Essas populagdes fazem parte de um programa de manejo gerido pelo Instituto de
Pesquisas Ecologicas (IPE), que abrange programas de reintroducdo, translocagio e
ambientagdo, além de realizar estudos relacionados ao comportamento e ecologia da espécie
(KLEIMAN; RYLANDS, 2002).

Apos a redescoberta do MLP na natureza e formagdo dos primeiros grupos ex situ, 0s
animais mantidos em cativeiro passaram a ter seus dados registrados no livro genealdgico da
espécie (Studbook) (KLEIMAN; RYLANDS, 2002). O Studbook do MLP tem auxiliado o
manejo em cativeiro da espécie, direcionando acasalamentos com vistas a evitar o aumento da
endogamia e a perda de diversidade genética. Apesar do constante esfor¢o para manejar
adequadamente essa espécie em cativeiro, o baixo numero de casais reprodutores ¢ a idade
avangada de alguns animais, constituem alguns dos problemas constantemente enfrentados
pelos gestores que mantém a espécie ex situ.

O aumento na taxa de deformidades, a baixa mobilidade dos espermatozoides ¢ a alta
taxa de mortalidade de infantes nascidos em cativeiro apontam para um provavel efeito
ocasionado pela depressao por endogamia. Pouco também se conhece sobre a estrutura genética

das populacdes de vida livre do MLP, e sobre a relacdo destas com os plantéis mantidos em
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cativeiro, a despeito de haver registros de procedéncia para alguns animais que compdem, ou
compuseram, os grupos de cativeiro da espécie (AYALA-BURBANO et al., 2020).

Na natureza, o MLP se organiza em pequenos grupos sociais (CARVALHO;
CARVALHO, 1989) constituidos de 3 a 5 individuos, incluindo, geralmente, um casal alfa
reprodutor, juvenis e infantes (KLEIMAN, 1983; SALDANHA, 1967). As fémeas herdam das
maes o territério e também a posicao de reprodutora dentro do grupo. Assim, a dispersdo das
fémeas costuma ser um evento ndo comumente observado. Apesar disso, a migragao de animais
de diferentes idades e sexo, para integrar-se a grupos vizinhos ou ainda novos grupos, ja foi
observada para a espécie (CARVALHO; CARVALHO, 1989). Os individuos dominantes
costumam ser substituidos em decorréncia de seu falecimento ou emigra¢ao (BAKER; BALES;
DIETZ, 2002) e, embora, Leontopithecus seja considerado um género monogamico, casos de
poliginia ja foram documentados para o mico ledo dourado (MLD) Leontopithecus rosalia

(BAKER; BALES; DIETZ, 2002).

1.3 Programa de reproducio do mico ledo preto

Os programas de reproducdo em cativeiro empenham esfor¢os para salvar espécies
quase extintas, em processo de extingdo ou ainda espécies que ndo estdo sob ameaca, tendo
ainda acdes realizadas para fins recreativos, educacionais e investigativos (BALLOU et al.,
2008). As populagdes cativas atuam também como uma apolice de seguro, possibilitando a
sobrevivéncia da espécie ex situ, caso ocorra uma extingao ou redugao drastica nas populacdes
in situ, além de ser util para obtencao de informacdes sobre a biologia da espécie (BALLOU et
al., 2008).

O grupo ex situ do MLP foi fundado a partir de um baixo niumero de individuos e
enfrentou problemas devido as baixas taxas de reproducao e sobrevivéncia dessa espécie em
cativeiro (BALLOU et al., 2008). O primeiro plano para o manejo do grupo cativo de mico ledo
preto foi proposto em 1991 e incluia recomendagdes para a reproducdo e intercdmbios de
animais. Apds um ano das agdes, a introducao de novos individuos no cativeiro, devido a baixa
diversidade genética e ao seu pequeno tamanho amostral foi proposta pelo Comité Internacional
de Monitoramento e Recuperacdo, IMRC (Internation Recovery and Management Commitee).
Essa estratégia, no entanto, foi pouco vidvel, tendo sido recomendada uma nova estratégia que
abordasse um programa de manejo de metapopulagao, na qual a populagdo nucleo seria de

cativeiro (SEAL; BALLOU; VALLADARES-PADUA, 1990).
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Como medidas para o manejo metapopulacional do MLP, foram iniciadas algumas
translocagdes entre fragmentos com o objetivo de colonizar manchas florestais ndo habitadas,
mas que historicamente eram areas de ocorréncia da espécie (BALLOU et al., 2008). Em 1998,
foi proposto que a populacao nucleo atingisse de 150 a 200 individuos, com a finalidade de
maximizar a variabilidade genética dentro dos cativeiros. Porém, para isso, seria necessaria uma
suplementagdo periddica dos grupos em cativeiro com a introdu¢do de novos animais de vida
livie (BALLOU et al., 1998, 2008). Na ocasido, foi sugerida a introducao de 14 novos
fundadores da natureza e introdugdes periddicas de 3 a 4 animais por geracao (VALLADARES-
PADUA et al., 2002). Infelizmente, tais medidas ndo foram implementadas.

O programa de manejo do MLP ainda contou com trés tipos de movimentacdes
experimentais, com o intuito de avaliar, através de parametros ecoldgicos € comportamentais,
qual seria o tipo de movimentagdo com melhor potencial de ser sucedido. A primeira
movimentagao foi a transferéncia de um grupo de vida livre de MLP da Fazenda Rio Claro para
a Fazenda Mosquito, onde existia um grupo que havia sido anteriormente translocado da
Fazenda Rio Claro em 1995. A segunda movimentagdo foi a translocacdo de um grupo
constituido de animais de vida livre e cativos. Por fim, uma terceira movimentagao foi feita a
partir da translocagdo de dois machos de vida livre em um territério diferente do original,
porém, dentro da mesma populacao. Apds a avaliacdo das agdes, constatou-se que a primeira
movimentagdo foi a mais bem-sucedida em termos ecoldgicos e comportamentais (SADDY,
2003; VALLADARES-PADUA et al., 2002).

Em cativeiro, embora o programa de reproducdo do MLP esteja conseguindo dar
continuidade aos grupos ex situ, novas introducdes sdo raras e tém ocorrido de forma muito
esporadica (FREITAS PD, comunicagdo pessoal). Desta forma, a reproducdo dos animais ex
situ tem enfrentado uma série de dificuldades devido ao baixo nimero de casais reprodutores e
a idade avancada em que estes se encontram (AYALA-BURBANO et al., 2020). Assim, o
manejo populacional ex situ continua tendo como maior desafio, o monitoramento adequado
dos grupos cativos visando assegurar sua viabilidade e expansdao demografica, além do aumento
da variabilidade genética, através de introdugdes e translocacdes de individuos entre recintos

(KLEIMAN; RYLANDS, 2008).
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1.4 Estudos genéticos através dos marcadores microssatélites

Dentre as principais classes de marcadores moleculares utilizadas em analises que visam
caracterizar a diversidade e estrutura genética de populagdes de espécies ameacgadas, sejam
estas de vida livre ou de cativeiro, estdo os microssatélites (BEAUMONT; BUFORD, 1998;
FRANKHAM; BRISCOE; BALLOU, 2002; RUSSELLO; AMATO, 2004).

Em L. chrysopygus estes marcadores ja se mostraram extremamente eficientes para
analise da variabilidade genética de populagdes de cativeiro e de vida livre, permitindo inclusive
a diferenciacdo populacional baseada na distribui¢do de componentes principais (AYALA-
BURBANO et al., 2017). Os marcadores microssatélites possibilitam também identificar as
relagdes entre progénie e progenitor, podendo sugerir ou excluir uma provavel paternidade
(ARAUIJO, 2004) e assim estimar o grau de parentesco entre os individuos. Tais dados podem
também ser utilizados para caracterizar os niveis de heterozigosidade individual e realizar
estudos preditivos que visem produzir progénies mais heterozigéticas a partir da selecdo de
potenciais parentais e suas respectivas proles simuladas a partir do uso de algoritmos de
predicao estabelecidos especificamente para esta finalidade (AYALA-BURBANO et al.,
2020).

Neste contexto, tais marcadores podem ser uteis para o delineamento de acasalamentos
que visem, por exemplo, maximizar a variabilidade genética e a heterozigosidade individual e
minimizar as taxas de endogamia (BEAUMONT; BUFORD, 1998; FRANKHAM; BRISCOE;
BALLOU, 2002; RUSSELLO; AMATO, 2004). Além disso, a realizacdo dos testes de
paternidade e estabelecimento das relagdes de parentesco, permite a comparagdo do perfil
genético dos animais, independentemente da idade, de condicdes fisioldgicas, entre outros
fatores. Isso possibilita a verificacdo da identidade do individuo na natureza ou cativeiro, em
qualquer momento de sua histéria de vida (ALVES SILVA, 2012; PRESTI, 2010), ou mesmo
apos seu falecimento, caso amostras bioldgicas tenham sido preservadas.

A andlise de animais apreendidos via trafico ilegal também pode ser realizada através
do uso de marcadores moleculares. Tal analise pode estabelecer as relagdes de parentesco entre
os individuos apreendidos e possibilitar recomendacdes para alocagdo destes animais em
recintos distintos, caso estes, por exemplo, sejam irmdos completos. E possivel também
comparar o perfil genético dos animais apreendidos com a estrutura genética das diferentes
populagdes de vida livre, visando determinar o provavel local de onde o animal foi retirado na
natureza. Havendo esta possibilidade, animais cacados e vitimas de trafico ilegal poderao

eventualmente ser realocados em seu habitat de origem, e ndo em cativeiro. Tais estudos ja vém
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sendo realizados no mico ledo dourado, em parceria com a Policia Ambiental e o ICMBio

(Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade) (FREITAS PD, in prep.).

2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Teoricamente, os objetivos de um programa de conservacdo ex situ visam estabelecer
uma populacdo autossustentavel, capaz de minimizar as perdas de diversidade genética, a
endogamia e outros efeitos negativos da adaptagdo ao cativeiro (FRANKHAM; BRISCOE;
BALLOU, 2002). Com o intuito de atingir estes objetivos, muitos esforcos tém sido
empenhados para tentar realizar acasalamentos entre individuos geneticamente menos
aparentados € maximizar a contribui¢ao genética dos individuos fundadores do grupo cativo.
No entanto, estratégias de manejo visando minimizar o parentesco médio sdo mais efetivas
apenas quando as relagdes entre os individuos de uma populagdo sdo conhecidas (AYALA-
BURBANO et al., 2020).

No caso do mico ledo preto, a relagao entre os fundadores ¢ desconhecida, assumindo-
se inexisténcia de relacionamento entre estes e um coeficiente de endogamia inicial igual a zero
(AYALA-BURBANO et al., 2017; 2020). Tal premissa, no entanto, subestima os niveis de
endogamia dos animais, e consequentemente os parametros genéticos estimados nas geragdes
subsequentes produzidas em cativeiro. Considerando ainda que a maioria dos programas de
reprodugdo ex situ de espécies ameacadas, incluindo o do MLP, se inicia com poucos
individuos fundadores de uma populagao, que em geral representa uma pequena propor¢ao da
diversidade genética total de uma espécie (RUDNICK; LACY, 2008), e que novas introdugdes
em cativeiro sdo raras, ¢ de se esperar que os estimadores de diversidade genética baseados nos
registros genealogicos sejam superestimados em relacdo a aqueles estimados pela analise
genético-molecular (AYALA-BURBANO et al., 2017, 2020).

Desta forma, a analise conjunta de dados moleculares e de Studbook pode possibilitar
uma melhor compreensdo das informagdes genéticas dos grupos existentes em cativeiro,
auxiliando o manejo da espécie ex situ, através da determinagdo dos niveis de diversidade e
diferenciagdo genética intra- e interpopulacional, dos coeficientes de endogamia. Além disso, a
analise de grupos de vida livre pode evidenciar frequéncias alélicas especificas para os
diferentes fragmentos, contribuindo para o mapeamento das populagdes na natureza e sua
relacdo com o plantel ex situ. Estimativas sobre o grau de parentesco entre os animais de vida
livre podem fornecer também informacdes relevantes sobre a estrutura populacional e

comportamento dos grupos sociais. Todos estes dados sdo relevantes para o melhor
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conhecimento da biologia da espécie e de suas populagdes, com vistas ao seu melhor
entendimento e ao desenvolvimento de estratégias de manejo alternativas que contribuam de
forma efetiva para a conservacao do MLP.

Considerando a problemadtica apresentada para a espécie L. chrysopygus, este projeto
visou alcangar os seguintes objetivos de trabalho:
Determinar os niveis de diversidade genética de grupos em cativeiro e de vida livre do mico
ledo preto, através da analise de marcadores de microssatélites;

1. Estimar as relacdes de parentesco entre os individuos de cativeiro com base nos dados
moleculares obtidos, visando confirmar os dados genealogicos disponiveis no Studbook
da espécie;

2. Avaliar o potencial de aplicacdo dos locos microssatélites para avaliar as relagdes de
parentesco entre os individuos de vida livre o estabelecimento de relacionamento entre
animais de vida livre, sem dados de pedigree previamente conhecidos, visando
esclarecer questdes relacionadas ao sistema social da espécie na natureza;

3. Utilizar dados disponiveis no Studbook da espécie para inferir sobre a relagao entre
cruzamentos endogamicos e viabilidade;

4. Gerar informagdes uteis para serem incorporadas aos dados atualmente disponiveis no
Studbook da espécie para que estas possam ser utilizadas nas recomendagdes de manejo
da espécie;

5. Disponibilizar informacdes genéticas para as populagdes de vida livre, as quais
futuramente possam ser utilizadas em programas de manejo metapopulacional

integrado, que visem a translocacdo e/ou reintrodu¢do de animais na natureza.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem bioldgica e extracio de DNA

Todas as coletas e utilizagao das amostras bioldgicas de L. chrysopygus deste trabalho
estdo em acordo com as normas € requerimentos €ticos e legais estabelecidas pelo SISBIO
(ICMBio, MMA, Governo Federal, Brasil), autorizagdes niumeros 36961-1 ¢ 34862-2; CITES
(Convencao sobre Comércio Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo
de Extingdo) nimeros EX 14-65, EX 14,70, EX 14-67 ¢ EX 14-66, 14BR015534/DF,
14BR0O15532/DF, 14BR015538/DF e 14BR015533/DF; pelo Comité de Etica no Uso e
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Experimentacdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de Sao Carlos, nimeros 9805200815
e 7058110316; e pelo SISGEN A411359 .

No total foram analisadas 46 amostras de micos ledes pretos de cativeiro, desta 23 foram
previamente coletadas durante os anos de 2015 a 2017 e 23 foram coletadas dos individuos
atualmente mantidos nos cativeiros brasileiros e europeu, conforme a versao atual do Studbook
da espécie (WORMELL; MARQUES, 2020). Estas amostras se distribuem da seguinte
maneira: 27 animais da Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP, Sao Paulo, SP), 14
animais do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ, Rio de Janeiro, RJ) e cinco do
Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT, Jersey, Inglaterra).

Na natureza, foram coletadas 18 amostras, sendo de pelo, sangue e/ou fezes de MLPs
pertencentes a cinco grupos de vida livre (grupos 1, 2, 3,4 ¢ 5). Os grupos 1 € 2 (22°14'10.87"S,
52°17'48.79"0) sao provenientes da Fazenda Santa Maria (FSM), localizada na regido de
Presidente Epitacio (proxima a Estacdo Ecologica Mico Ledo Preto). O grupo 1 inclui uma
fémea e um macho adulto; e o grupo 2 inclui sete individuos, sendo dois machos adultos, um
macho filhote e quatro fémeas adultas. O grupo 3 (-23°22'34.5"S, 48°12'29.2"W), 4 ¢ 5
(23°25'04.7"S 48°14'16.7"W) foram capturados no fragmento Guarei, conectado a Estacao
Ecolégica de Angatuba, no municipio de Guarei (SP). O grupo 3 € composto por um macho
adulto, o grupo 4 ¢ composto por oito individuos e inclui duas fémeas adultas, trés machos
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Figura 1 - Mapa do Estado de Sdo Paulo destacando os grupos pertencentes a
Floresta Nacional de Capédo Bonito, a Fazenda Santa Maria, a Esta¢ao Ecologica Mico Ledo
Preto, ao Parque Estadual Morro do Diabo e o Guarei, Fonte: Ayala-Burbano, P.A. 2019,
baseado em informacdes disponiveis no SOS Mata Atlantica.
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adultos, um macho infante e uma fémea juvenil e o grupo 5 € composto por um macho adulto.
A distribui¢do geografica desses grupos esta representadas na Figura 1.

Além de produzir novos dados moleculares para estes grupos de vida livre, dados
previamente produzidos para dois outros grupos da Floresta Nacional de Capao Bonito
(localizada na regido de Buri, SP), analisados anteriormente por Ayala-Burbano et al. (2017),
com o mesmo painel de marcadores utilizado no presente trabalho. foram reanalisados e
integrados a este trabalho.

As amostras de sangue venoso periférico foram coletadas utilizando-se seringas para
suc¢ao de aproximadamente 0,2 centimetro cubico (200 puL) de sangue por individuo. Uma vez
coletado o sangue, este foi preservado em tubos Vacutainer contendo anticoagulante EDTA.
Posteriormente os tubos foram acondicionados a -20°C. Na impossibilidade de coleta de
sangue, amostras de pelo foram coletadas a partir da retirada manual de alguns tufos contendo
bulbo piloso ou fezes. Os pelos foram acondicionados em envelopes de papel com silica gel e
mantidos em temperatura ambiente. Amostras de fezes foram coletadas e acondicionadas em
alcool 70% a -20°C.

A extragdo de DNA das amostras de sangue e pelo foram feita usando o protocolo fenol-
cloroférmio proposto por Sambrook er al. (1989). As amostras de fezes foram extraidas
utilizando o kit QIAGEN Fast DNA Stool Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as
instrugdes do fabricante. A integridade do DNA extraido foi checada em gel de agarose 1%
numa condi¢do de corrida de 90 V por 30 minutos, e a quantificagdo foi realizada em

espectrofotometro (GE NanoVue Plus, GE Healthcare, Chicago, Estados Unidos).

3.2 Amplificacdo dos locos de microssatélites

As reacoes de amplificagdo de DNA foram realizadas seguindo o protocolo de Ayala-
Burbano et al. (2017) e de Schuelke (2000), no qual adiciona-se a PCR um terceiro primer
universal M13 marcado com um fluoréforo (FAM, NED, PET, VIC) e um dos primers (forward
ou reverse) flanqueador do microssatélite contendo uma cauda complementar M13. As
amplificacdes foram realizadas usando-se 1x de GoTaq® (PROMEGA, Madison, Estados
Unidos), 1x Buffer, 0,46 pmol dos primers reverse ¢ M13, 0,12 pmol do primer forward, 0,30
mg/mL de BSA, 0,75 mM de MgCl2, 1 uL a 50 ng de DNA, 0,25 mM de cada dNTPs e 3,85
uL de dgua milli-Q, completando um volume final de 10 pL de reagao.

As condi¢des da PCR incluiram uma etapa de desnaturacao a 94° por 5°, seguida de 30

ciclos de 30” a 94°C, um gradiente de alinhamento especifico para cada loco durante 45 e mais
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8 ciclos adicionais, distribuidos da seguinte maneira: 30” a 94°C, 45 a 53°C (temperatura de
alinhamento da cauda M13 marcada), 45” a 72°C, e finalmente uma etapa de extensdo de final
a 72°C por 10°.

Inicialmente foi testado um painel de 15 locos microssatélites sendo oito deles descritos
especificamente para a espécie L. chrysopygus (PEREZ-SWEENEY et al., 2008), quatro para
Leontopithecus chrysomelas (GALBUSERA; GILLEMOT, 2008) e trés locos descritos para

Leontopithecus rosalia (GRATIVOL; BALLOU; FLEISCHER, 2001).

Tabela 1 - Informagdes sobre os locos microssatélites utilizados nesse estudos, como as sequéncias dos primers
forward e reverse, temperatura de anelamento (TA) e fluorescéncia utilizada.

Espécies Locos Sequéncias do Primers (5°-3°) TA (°C) Fluorescéncia
b L COCHCTGTICCTTCTICTC s
Leon3e20 .y AGGCAATCTAACTAATCAACACTC 60 NED
LeonlIeT2 g 37 GCATATIGTGTTCAACTTC 60 vic
LeonlSesS b GGITAAAGGGGTTCGTTCTGTG 60 FAM
0
Leond0eT3 g T7CCCTGAGAATCTAATGGAG 60 NED
LeondIe97 g GTANTICOTTGGATTTATGCC 58 PET
o0 e
L chiysomelas  Lebl  p GrTTCITGOAACTATCTTGCATGTTCTGE 58 FAM
Lehu6 F: GCCTTAATTAGCACCAGAACC 55 PET
R: GTTTCTTACCACTCCAAGCCTTCAGTA
L7 g GITTCTTCTTGACTCACAGCATGACCT 53 FAM
Lechus8 F: CACGGCAATGTGGGAATAA 53 VIC
R: GTTTCTTTTCAGTAGTTGGGACTGGGATAA
Lrosaia  Lrposug T TCTOTTTGAATCCCCAGTCC 53 pET
s o
LEPIAFL b GTAGCTGGGATTACAGGEAC 62 FAM

A visualizagdo dos produtos de amplificacdo foi feita através de -eletroforese,
adicionando de 2 pL. de cada amostra a 1 pLL de azul de bromofenol e 1 pL de GelRed. O gel
utilizado foi de agarose 2%, sendo este submetido a uma voltagem de 100V por 30 minutos. As
amostras que apresentaram padrdo de amplificacdo satisfatorio foram genotipadas em
sequenciador automatico (Applied Biosystems 3730XL). O estabelecimento de gendtipos e

alelos foi realizado utilizando o software Geneious 6.0.6 (DRUMMOND et al., 2011). Nesta
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etapa apenas 12 locos foram mantidos, sendo excluidos trés locos descritos para L. rosalia.
(Tabela 1), devido a dificuldade de amplificagdo em amostras de DNA obtidas de material
biologico mal preservado principalmente de pelos, fezes e aliquotas de sangue mal preservadas.
As andlises realizadas para a reducao do painel de microssatélite foram realizadas no programa
R (versdao 4.02) (R CORE TEAM, 2014), a partir de um script desenvolvido por Carvalho et al.
(2020) in prep., utilizando metodologia descrita por Waits et al (2001).

3.3 Analise da diversidade genética

A ocorréncia de alelos nulos, alelos dropout e stuttering foi avaliada no programa Micro-
Checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). O contetido de informagado polimoérfica (PIC) dos
locos foi estimado no programa Cervus 3.0.3 (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007).
A determinacdao do numero alelos (Na) e dos valores de heterozigosidade esperada (He),
observada (Ho) e de coeficiente de endogamia (Fis) foi realizada utilizando o programa
GenAlEx 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006). A riqueza alélica (Ra) e a diferenciagcdo
populacional (Fst) foram determinada pelo software FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 1995) ¢ os
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) entre os pares de locos foi testado no
programa Genepop (RAYMOND; ROUSSET, 1995). As estimativas para o desvio de HWE e
deficiéncia de heterozigotos foram obtidas pelo algoritmo Cadeia de Makov-Monte Carlo
(MCMC). Foi utilizada também a corre¢ao sequencial de Bonferroni (RICE, 1989) para todos
os testes realizados, visando corrigir os intervalos de confianca obtidos para valores
significativos. Os testes de Shapiro-Wilk, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram utilizados
para analisar a normalidade e diferengas significativa entre duas ou mais amostras,

respectivamente, através do GraphPad Prism 7.00 (SWIFT, 1997).

3.4 Estruturacao Genética

A estrutura populacional foi verificada através da Andlise de Coordenadas Principais
(PCoA) utilizando o programa GenAlEx 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006). Foi utilizado
também o programa Structure versao 2.1 (PRITCHARD; WEN; FALUSH, 2003) para avaliar

a estrutura populacional, considerando 10 repeti¢des para cada corrida, para k= 1-6, utilizando
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o modelo de mistura (admixture model) com 200.000 interagdes MCMC e 40.000 burnin. O
nimero de grupos genéticos foi determinado o Struture Haverst (EARL; VONHOLDT, 2012)

3.5 Analise de Pedigree

Para realizar a genealogia da espécie em cativeiro foi utilizado o programa Pedigree
Viewer versao 6.5 (KINGHORN; KINGHORN, 1994). O valor de parentesco entre os casais
reprodutores dos cativeiros foi calculado com o programa PMx 1.6.2 (LACY; BALLOU;
POLLAK, 2012), considerando que o coeficiente de parentesco entre dois individuos € igual ao
coeficiente de consanguinidade da prole que é produzida pelo acasalamento entre esses dois

individuos (LACY; BALLOU; POLLAK, 2012).

3.6 Teste de Paternidade

A verificacao da paternidade foi realizada no programa Cervus 3.0.3 (KALINOWSKI;
TAPER; MARSHALL, 2007). Para atribuir confianca a esses dados, o candidato parental mais
provavel de cada individuo foi determinado pelo valor estatistico LOD, obtido a partir do
logaritmo natural da razdo da verossimilhanca. As simulagdes foram realizadas com 100.000
filhos, trés candidatos pais/mae e 10% de erro, e nivel de confianga estrito de 95% e relaxado
de 80%. Para os animais de vida livre foram testados como pais/maes candidatos todos os
individuos adultos do grupo. Esse programa analisa o parentesco através de uma analise de
probabilidade, entre duas hipoteses, a hipotese nula (H1), em que o pai candidato é o pai
verdadeiro e a hipotese alternativa (H2), em que o pai candidato ndo ¢ o pai verdadeiro
(KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007; MARSHALL et al., 1998).

A razao de verossimilhanga ¢ calculada a partir da divisao da probabilidade de que o pai
candidato seja o pai verdadeiro pela probabilidade de o pai candidato ndo ser o pai verdadeiro.
Desta forma, valores altos de razao de verossimilhanga indicam que o pai candidato tem maior
probabilidade de ser o pai verdadeiro, do que nao ser (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL,
2007; MARSHALL et al., 1998). Nas analises de parentesco, a razao de verossimilhanca ¢
transformada em LOD a partir da obtencao do logaritmo natural, assim, o valor de LOD positivo
indica que o pai candidato tem maior probabilidade de ser o pai verdadeiro, do que ndo ser; um
valor de LOD igual a 0 indica que a probabilidade do pai candidato ser o pai verdadeiro ¢ a

mesma que nao ser € um valor de LOD negativo indica que o pai candidato tem maior
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probabilidade de ndo ser o pai verdadeiro, do que ser (KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL,
2007; MARSHALL et al., 1998).

Além dos dados de microssatélites usados nos testes de paternidade, dados de Studbook
da espécie (WORMELL; MARQUES, 2020) e dados mitocondriais (MODENA et al., in prep.)
obtidos para os grupos ex situ € in situ, respectivamente, foram incorporados a estas analises
para avaliar a confiabilidade das informagdes de parentesco geradas e avaliar seu potencial de

uso em andlises de animais de vida-livre, sem relagdes de pedigree conhecidas.

4 RESULTADOS

4.1 Alteracgao no painel de microssatélites

O painel de microssatélite inicialmente utilizado nesse estudo, proposto por Ayala-Burbano
et al. (2017), incluia 15 locos de microssatélites, sendo oito deles homdlogos para a espécie
(PEREZ-SWEENEY et al., 2005) e sete heterdlogos, com quatro locos especificos para o mico
ledo de cara dourada (GALBUSERA; GILLEMOT, 2008) e trés para o mico ledo dourado
(GRATIVOL; BALLOU; FLEISCHER, 2001).

Ap6s a amplificagcdo desses locos em um amplo conjunto de amostras de MLP, incluindo
animais de vida livre e de cativeiro, alguns desses marcadores, no entanto, demonstraram
padrdes de amplificagdo insatisfatorios, evidenciando monomorfismo, baixa reprodutibilidade
ou auséncia de amplificacdo, principalmente para amostras coletadas de animais de vida livre,
as quais incluem pelos, fezes e aliquotas de sangue conservadas indevidamente (por exemplo
em alcool 70%). Desta forma, visando estabelecer um painel de locos adequado para o
monitoramento da diversidade genética no MLP e estabelecimento das relacdes de parentesco
ex situ e in situ, sem comprometer a qualidade dos resultados obtidos no presente estudo e em
analises futuras, implementamos uma abordagem que permitisse associacdes aleatdrias entre
diferentes conjuntos de microssatélites para assim verificar o nimero minimo de locos
necessarios para as inferéncias genéticas propostas.

Incialmente, estas analises para estabelecimento do nimero minimo de locos informativos
para a espécie foram conduzidas baseadas no principio de curva do coletor (BEGON;
TOWNSEND; HARPER, 2009) e estabiliza¢ao dos valores para a probabilidade de identidade
(PID), que consiste na probabilidade de dois individuos retirados aleatoriamente da populacao

terem o mesmo genotipo para varios locos. Esse estimador ¢ muito utilizado para obter
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confianga estatistica para a identificacdo individual e também para quantificar o nivel de
diversidade genética em uma populacio (WAITS; LUIKART; TABERLET, 2001).
Posteriormente estas analises foram extrapoladas para os indices de heterozigosidade e
coeficientes de endogamia estimados.

Neste sentido, os valores de PID foram primeiramente calculados para um conjunto de
cinco locos, considerando-se todas as possibilidades de combinacdo, e posteriormente, novos
marcadores foram sendo adicionados a este conjunto, seguindo os mesmos principios de analise
combinatoria multifatorial. Apos isso, foi gerada uma curva para demonstracao da variacao dos
valores de PID para cada conjunto de locos considerado (5 a 15). O resultado dessa andlise
evidenciou que para ambos os grupos in situ e ex situ, a partir da utilizacdo de 12 locos, os
valores de PID situam-se entre 0,001 e 0,0001 (Figura 2), sendo estes recomendados para
estudos com aplicacdes forenses em populacdes naturais (WAITS; LUIKART; TABERLET,
2001).

Além da probabilidade de identidade, essa analise foi implementada considerando
também os valores de coeficiente de endogamia (Fjs) (Figura 3) e heterozigosidade esperada
(He) (Figura 4). Esta anélise também foi feita considerando-se um minimo de 5 e méaximo de
15 locos, visando-se comparar com os resultados obtidos previamente por Ayala-Burbano ef al.
(2017) para grupos de cativeiro e de vida livre com o conjunto completo de 15 locos de
microssatélites. Os graficos mostraram que estes estimadores se mantem igualmente
informativos utilizando-se 12, 13, 14 ou 15 locos. Desta forma, trés locos heterélogos (P3AF1,
P5SBE6 e P2BH6), que apresentaram baixa eficiéncia de amplificagdo nas novas amostras

avaliadas, foram desconsiderados nas analises posteriores.
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Figura 2 - Probabilidade de identidade (PIB) estimada para a metapopulagdo brasileira (A; N=37) e para uma
populagdo de vida livre pertencente a Floresta Nacional de Capdo Bonito (B;N=10), usando uma combinagéo de
5 a 15 loci microssatélites. Cada ponto representa um set de loci simulado. As linhas horizontais nos graficos
representam os valores recomendados para aplicagdes forenses em populagdes naturais segundo Waits et al, 2001.
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Figura 3 - Coeficiente de endogamia (Fis) estimado para a Metapopulagdo Brasileira (A; N=37) e para
uma populagdo de vida livre pertencente a Floresta Nacional de Capao Bonito (B; N=10), usando uma
combinagdo de 1 a 15 loci microssatélites. Cada ponto representa um set de loci simulado.
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Figura 4 - Heterozigosidade esperada estimada para a Metapopulagdo Brasileira (A; N=37) e para uma
populagdo de vida livre pertencente a Floresta Nacional de Capao Bonito (B; N=10), usando uma combinagdo de 1
a 15 loci microssatélites. Cada ponto representa um set de loci simulado.
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4.2 Analise dos grupos ex situ

4.2.1 Diversidade genética

Foram utilizados 12 locos microssatélite que demonstraram padrdes de amplificacio
satisfatorios para a espécie. Nao foram encontrados alelos nulos, alelos dropout e stuttering para
0s grupos cativos atuais para nenhum grupo analisado. O valor médio de PIC estimado foi de
0,352 para o conjunto de marcadores testados, indicando que esses locos sdo razoavelmente
informativos (BOTSTEIN et al., 1980).

Foram calculados os estimadores genéticos para os grupos da Fundacdo Zooldgico de
Sao Paulo (FPZSP), Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) e Durrell Wildlife
Conservation Trust (DWCT), que € composto pelos animais representantes da populacao cativa

atual de acordo com o Studbook (WORMELL, MARQUES, 2020).
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Figura 5 - Graficos comparativos com os valores de diversidade genética, medidos pela a heterozigosidade
esperada, riqueza alélica, heterozigosidade observada e coeficiente de endogamia dos grupos in situ. FZSP:
Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo; CPRIJ: Centro de Primatologia do Rio de Janeiro e DWCT: Durrell
Wildlife Conservation Trust.
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Os valores para heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), coeficiente de
endogamia (Fjs), riqueza alélica (Ra) e alelos privados, por locos, para os grupos de cativeiro

do CPRJ, da FPZSP e do DWCT, estao indicados na Tabela 2 e Figura 5.

Tabela 2 - Diversidade genética dos grupos cativos do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), da
Fundagédo Parque Zoologico de Séo Paulo (FPZSP) e Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT).

Locus N Na Ra Ho He Fis HW Alelos Exclusivos
Fundagio Parque Zoolégico de Siao Paulo - FPZSP
Lchu01 26 2 1.969 0.577 0.440 -0.311 0.11 -
Lchué6 25 2 1.944 0.480 0.403 -0.190 0.34 -
Lchu7 23 2 1.96 0.609 0.423 -0.438 0.04* -
Lchu8 25 2 1.414 0.120 0.113 -0.064 0.75 -
Leon2 27 2 1.977 0.630 0.456 -0.380 0.05%* -
Leon3 27 2 1.982 0.519 0.466 -0.112 0.56 -
Leonll1 27 2 1.996 1.000 0.500 -1.000 0.00* -
Leon15 27 3 2.035 0.481 0.374 -0.288 0.44 -
Leon21 27 2 1.99 0.815 0.483 -0.688 0.00* -
Leon30 27 2 1.995 0.778 0.497 -0.564 0.00* -
Leon31 27 2 1.994 0.815 0.494 -0.650 0.00%* -
Leon35 27 2 1.992 0.407 0.489 0.167 0.39 -
Média 1.937 0.603 0.428 -0.376 -
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro - CPRJ
Lchu01 14 2 1.935 0.500 0.375 -0.333 0.21 -
Lchu6 14 2 1.986 0.714 0.459 -0.556 0.04* -
Lchu7 14 2 1.996 0.857 0.490 -0.750 0.01%* -
Lchu8 14 4 2.469 0.500 0.441 -0.133 0.00%* 236
Leon2 14 2 1.996 0.571 0.490 -0.167 0.53 -
Leon3 14 2 1.986 0.429 0.459 0.067 0.80 -
Leonll1 14 2 1.998 1.000 0.500 -1.000 0.00* -
Leon15 14 2 1.986 0.714 0.459 -0.556 0.04* -
Leon21 14 2 1.992 0.786 0.477 -0.647 0.02* -
Leon30 14 2 1.992 0.786 0.477 -0.647 0.02%* -
Leon31 13 2 1.992 0.615 0.473 -0.300 0.28 -
Leon35 14 2 1.996 0.714 0.490 -0.458 0.09 -
Média 2.027 0.682 0.466 -0.457 -
Durrel Wildlife Conservation Trust - DWCT
Lchu01 5 2 2.000 0.800 0.480 -0.667 0.14 -
Lchué6 5 2 1.978 0.400 0.320 -0.250 0.58 -
Lchu7 5 2 1.978 0.400 0.320 -0.250 0.58 -
Lchu8 4 2 2.000 0.250 0.219 -0.143 0.78 -
Leon2 4 2 2.000 0.750 0.469 -0.600 0.23 -
Leon3 5 2 2.000 0.600 0.420 -0.429 0.34 -
Leonl1 5 2 2.000 0.800 0.480 -0.667 0.14 -
Leonl5 4 3 3.000 0.750 0.531 -0.412 0.70 -
Leon21 5 2 2.000 1.000 0.500 -1.000 0.03* -
Leon30 5 2 2.000 0.600 0.420 -0.429 0.34 -
Leon31 4 2 2.000 0.750 0.469 -0.600 0.23 -
Leon35 5 2 1.978 0.400 0.320 -0.250 0.58 -
Média 2.078 0.625 0.412 -0.475 -
* Valores estatisticamente significativos. - Auséncia de alelos exclusivos.

N: nimero de amostras genotipadas, Na: numero de alelos, Ra: riqueza alélica, Ho: heterozigosidade observada,
He: heterozigosidade esperada, Fis: coeficiente de endogamia HW: valores de p obtidos para o equilibrio de Hardy-
Weinberg.

A Ho média observada foi maior que a He média esperada em todos os grupos

analisados, assim como o coeficiente de endogamia médio se apresentou negativo em todos os
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grupos, demonstrando que ha um excesso de heterozigoto nos grupos ex situ. Os valores de
heterozigosidade observada, esperada e os coeficientes de endogamia ndo apresentaram
diferencas significativas entre os trés grupos cativos, no entanto, DWCT apresentou um valor
de riqueza alélica significativamente maior comparado a FPZSP (p=0,01). Em relagdao ao
numero de alelos, o CPRJ apresentou o maior nimero, contando com 26 alelos, sendo um deles
exclusivo (236 — Lchu08), seguido pelo DWCT que apresentou 25 alelos e o FPZSP apresentou
24 alelos, sendo que estas duas instituicoes ndo apresentaram alelos exclusivos em sua

amostragem.

Os valores de Fi (Tabela 3) encontrados sao baixos (<0,15), demonstrando que ndo ha
diferenciagdo genética entre os grupos analisados (FRANKHAM; BRISCOE; BALLOU,
2002). Esses valores corroboram com as analises de PCoA (Figura 6) e analise de inferéncia
bayesiana (Figura 7), que demonstram auséncia de estruturagdo genéticas entre os cativeiros,

apresentando uma configuracdo com tendéncia a estrutura de uma metapopulagao.

0,800
0,600 Eg | e

0,400 A 1 A AA
0,200 A AL o A

0,000 A
&4 .
-0,200 AL '

-0,400 '\ 1 m AN
AFPZSP .

B CPRI
& DWCT A A

PCO2

-0,600
-0,800

-1,000

-1,200
-2,000 -1,500 -1,000 -0,500 0,000 0,500 1,000 1,500
PCO1
Figura 6 - Analise de Coordenadas Principais mostrando a pontuagdo na primeira e na segunda coordenada
principal com base na matriz de distancia genética para o conjunto de dados genéticos obtidos para os grupos
cativos do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), Fundacdo Zoologico de Sao Paulo (FPZSP) e
europeu, Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT), baseados nas frequéncias genéticas.

Tabela 3 - Valores de Fi par a par encontrado nos grupos ex situ brasileiros e europeu.

Valores de Fsr par a par FPZSP CPRJ

CPRJ 0.0191
DWCT -0.0024 0.0163
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FPZSP CPRJ DWCT

Figura 7 - Analise de estruturagdo (K= 2) entre os trés grupos analisados Fundagdo Parque Zooldgico de Sao
Paulo (FPZSP), Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) e Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT).

4.2.2 Analise de parentesco

As relagdes de parentesco baseadas nos dados moleculares de todas as familias do
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro e da Fundac¢do Zoologico de Sdo Paulo foram
analisadas no programa Cervus, com 100.000 simulacdes, com nivel de confianca restrito
(95%) e relaxado (80%). Os resultados dessas andlises estdo descritos na Tabela 4. Para estas
analises ndo foram informados ao programa quem sdo os pais/maes conhecidos, apenas os
candidatos. Os resultados das analises de maternidade e de paternidade, demonstram que 85,7%
(24 pares) e 96,3% (26 pares) dos relacionamentos tiveram atribuicdes corretas,
respectivamente (Tabela 4). Todas as analises moleculares foram comparadas posteriormente
com os dados de parentesco disponiveis na tltima versao do Studbook da espécie, confirmando
os parentescos estabelecidos.

Dos 25 pares de maternidade (mae/filho) analisados, 24 (96%) foram atribuidos
corretamente, destes, 5 (21%) obtiveram 95% de confianca, 13 (54%) obtiveram 80% de
confianga, e apenas 6 (25%) pares nao apresentaram nivel de confianca. Entre os 28 casos de
paternidade (pai/filho) avaliados, 26 (96%) foram atribuidas corretamente, destes, 5 (19%)
pares obtiveram 95% de confianca, 12 (46%) obtiveram 80% de confianca e 9 (35%) nao
apresentam nivel de confianga. Foram analisados também 25 trios (pai/mae/filho), destes, 22
(88%) foram atribuidos corretamente, sendo que destes 5 (23%) obtiveram 95% de confianga,

8 (36%) obtiveram 80% de confianga e 9 (41%) ndo apresentaram niveis de confianga.
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Tabela 4 - Resultado das andlises de paternidade dos animais mantidos na Fundacdo Parque Zooldgico de Sao
Paulo e Centro de Primatologia do Rio de Janeiro.

Prole tx)‘fl, ga LODdoPar NC. trﬂf‘;i jo LODdoPar NC. LODdoTrio N.C
TE67 ° ° ° 457 2.56 * ° °
TE75 ° ° ° 457 2.34 . ° °
TE76 ° ° ° 457 2.88 . ° °
TE72 432 0.77 + Al 4.27
TE74 432 3.86 * 392 4.04 . 4.44 +
470 432 4.83 * 392 8.69 * 10.41 *
491 430 2.53 - 412 118 - 7.49 "
496 430 171 - 412 0.35 - 3.26 +
502 430 5.50 412 4.14 4.34
TE64 430 1.57 412 0.22 3.50 -
TE65 430 2.81 * 412 0.89 8.05 *
TE66 430 2.53 - 412 1.18 - 7.49 *
467 430 8.94 * 412 0.31 10.10 *
473 430 3.87 * Al 2.92 . 4.12 +
497 Al 0.56 + 412 0.09 + 0.24
472 430 1.21 + 412 4.92 0.01
471 430 0.24 + 412 0.77 - 4.24 +
486 408 1.04 + 312 1.79 - 2.19 +
427 408 1.04 - 312 1.79 - 2.19 +
387 408 1.57 - 312 2.32 - 3.44 +
481 408 0.57 - 312 3.73 - 4.45
431 408 0.06 - 312 3.11 - 3.20
425 408 0.49 - 312 0.03 - 0.51 +
428 408 3.73 - 312 3.66 - 4.49
TEG68 481 2.86 425 0.46 5.94
TE69 481 4.82 425 0.67 8.26
TE70 481 4.33 425 0.85 7.94
TE71 481 4.05 425 0.97 8.06

A.lL: Atribuigdo Incorreta. Pai/mae atribuido: parental mais provavel, atribuido pelo programa. LOD do Par:

logaritmo natural da razdo da verossimilhanga das relagdes progenitor-progénie entre o pai/mae atribuido e o filho.

Esses valores sido expressos em notagdo cientifica 10'* N.C: Nivel de confianga da atribuigio usando o 95%(*) e

80% (+). Os casos indicados com

amostragem.

4.3 Monitoramento da diversidade genética dos grupos de cativeiro

4.3.1 Analise do Studbook

ndo foram resolvidos devido a falta de gendtipos materno em nossa

Em relagdo a dindmica populacional dos grupos em cativeiro, observamos que durante os anos

de 2014 ¢ 2018, 11 animais vieram a obito, 15 nasceram, cinco foram translocados e um animal

de vida-livre foi introduzido em cativeiro. Na FPZSP, o numero de micos ledes pretos mantidos

na institui¢do passou de 16 em 2014 para 27 em 2018, sendo que doze MLPs nasceram, trés

foram a 6bito, um foi introduzido da natureza, trés foram translocados do Parque Ecologico de

Sao Carlos (PESC, Sao Carlos, SP), e outros trés foram transferidos para o DWCT, em 2017,
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devido as recomendag¢des de manejo dadas pelo Studbook Keeper da espécie. No CPRJ houve
uma diminui¢do no nimero de MLPs, sendo que em 2014, existiam 17 animais, e atualmente
existem apenas 14 MLPs. Embora tenham nascido quatro MLPs nesse periodo, essa diminuigao
se deve ao fato de que quatro animais vieram a 6bito e dois animais foram transferidos para o
DWCT. Em DWCT houve um aumento no numero de MLPs devido justamente a este manejo
e o plantel passou de nove animais em 2014 para 13 animais em 2018.

A representacdo grafica realizada a partir de dados genealdgicos indicou que ha 9
geragdes (Figura 9), sendo que FO representa os individuos fundadores do primeiro grupo ex
situ da espécie. Os animais vivos atualmente representam as ultimas cinco geracdes (G5, G6,
G7, G8 e 39). A partir dos dados presentes no Studbook foi possivel estimar a endogamia de
heredograma, calculada por meio do coeficiente de endogamia (F), que demonstra a
probabilidade de que individuos sejam idénticos por descendéncia (FRANKHAM; BRISCOE;
BALLOU, 2002). Desta forma, podemos observar no grafico (Figura 8) que had um aumento
na endogamia ao longo dos anos, devido ao baixo niimero de casais reprodutores ao alto grau
de parentesco entre estes. Ainda € possivel observar que o tamanho populacional apresenta uma
drastica redugdo a partir de 2003. Ainda, podemos observar que entre os anos de 2014 e 2017

houve um aumento na endogamia e diminui¢do do tamanho populacional.

120 0.13
110 0.12
100 0.11
90 0.10
80 0.09

T'E

§ 70 0.08

o

= 007 E

o @

2 5o 0.06 o

a ’ 2

g 40 0.04 “

£ 30 0.03
20 0.02
10 0.01
0 0

AP0 O o BP aP N o o b P N o P D A w2
\o’»\q*\q«q*\q’\o’\o"\o"\o”\o’\g'\0"9“9‘\9’19 IO >

Tamanho Populacional . Endogamia

Figura 8 - Relagdo entre o tamanho populacional e a endogamia média por ano no cativeiro. A linha vermelha
mostra a variagao do coeficiente de endogamia de heredograma e a linha verde representa o tamanho populacional.
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Figura 9 - Representagdo do pedigree do mico ledo preto, segundo dados do Studbook.
Linhas verdes indicam os machos. Linhas roxas indicam fémeas. FO representa os individuos fundadores ¢ G1-9
as geragoes.

Em relagdo a estrutura familiar, de acordo com a versdo atual do Studbook, existem
atualmente trés familias de MLPs na Fundagdo Parque Zoologico de Sao Paulo (FPZSP). Como
demonstrado na Figura 10, a primeira delas ¢ formada por cinco individuos (434, 464, TE72,
470 e TE74), sendo que o macho reprodutor dessa familia ¢ proveniente do Parque Estadual do
Morro do Diabo (Teodoro Sampaio, SP) e a fémea descende de individuos nascidos em
cativeiro; o casal reprodutor dessa familia possui coeficiente de parentesco calculado com base
nas analises de pedigree, igual a zero, devido a ndo ter relacdes de parentesco com base na
genealogia. J& a segunda familia, composta por cinco individuos (457, TE67, TE75 e TE76 ¢
495), possui os seus reprodutores aparentados, sendo que estes possuem coeficiente de
parentesco igual a 0,09. A terceira familia ¢ a maior delas, sendo constituida por 15 individuos
(412, 495, 502, TE64, TE6S, TE66, 491, 492, 496, 467, 473, 497, 471, 472, 430), na qual a
fémea reprodutora ¢ proveniente da regido de Buri e o macho descende de individuos nascidos
na FPZSP; desta forma, o coeficiente de parentesco desse casal também ¢ zero. Trés filhotes
desse casal foram recentemente enviados para o Durrel Wildlife Conservation Trust, Jersey,

como medida de manejo (Marques M, comunicagao pessoal).
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O Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) possui duas familias (Figura 11): a
familia 1 € constituida por 10 individuos (312, 425, 486, 427, 431, 428, 481, 487, 436, 408),
sendo o casal reprodutor descendente de individuos nascidos no proprio CPRJ e possui
coeficiente de parentesco igual a 0,21. Desses individuos, dois deles também foram enviados
para Jersey como medida de manejo. A segunda familia € constituida por seis individuos (425,
TE68, TE69, TE70, TE71 e 481), sendo que o casal reprodutor possui relagdo de irmaos

completos, e coeficiente de parentesco igual a 0,39.
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Figura 10 - Heredograma dos micos ledes pretos mantidos na Fundagao Parque Zooldgico de Sao Paulo, de acordo
com os dados disponiveis no Studbook da espécie. Os individuos marcados com a cor azul foram transferidos para
Durrell Conservation Trust como medida de manejo. A cor verde indica os individuos que vieram da natureza. As
linhas inclinadas indica a relacdo de gémeos entre os individuos.
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Figura 11 - Heredograma dos micos ledes pretos mantidos no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro, de acordo
com os dados disponiveis no Studbook da espécie. Os individuos marcados com a cor azul foram transferidos para
Durrell Conservation Trust como medida de manejo. A cor verde indica os individuos que vieram da natureza. As
linhas inclinadas indica a relagdo de gémeos entre os individuos.
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4.3.2 Diversidade genética

Os dados de diversidade publicados por Ayala-Burbano (2017), para os grupos cativos
de acordo com a versao do Studbook da espécie publicada em 2014, foram comparados com
os dados da versdao de 2018. Desta forma os valores de riqueza alélica, heterozigosidade
esperada e coeficiente de endogamia foram avaliados para os grupos mantidos em cativeiro
passados quatro anos.

A variagdo dos valores de riqueza alélica, coeficiente de endogamia e heterozigosidade
esperada e observada, foram plotados em um grafico para melhor visualizacao da distribui¢cdo
desses valores por instituicao (Figura 12). Nesta andlise comparativa, os valores médios para
0s grupos ex situ, segundo o Studbook 2014 e a atual, evidenciaram que os estimadores de He,
Ho e Fis nao mostraram diferencas significativas entre os dois periodos analisados em nenhum
grupo cativo. No entanto, houve diferencas significativas para os valores de riqueza alélica na

FPZSP e no CPRJ (p=0,01) (Figura 12 e Tabela 5).
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Figura 12 - Graficos comparativos com os valores de diversidade genética, medidos pela a
heterozigosidade esperada, riqueza alélica, heterozigosidade observada e coeficiente de endogamia e,
respectivamente da esquerda para direita, dos grupos in situ brasileiros e europeu nos anos de 2014, analisados por
Ayala-Burbano et al. (2017) e analisados nesse estudo. FZSP: Fundagdo Parque Zoolégico de Sdo Paulo; CPRJ:
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro e DWCT: Durrell Wildlife Conservation Trust.
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Tabela 5 - indices de diversidade genética dos grupos in situ brasileiros e europeu nos anos de 2014, analisados
por Ayala-Burbano et al. (2017) e para os grupos atuais analisados nesse estudo. Asteriscos denotam um desvio
significativo da hipotese nula (p=<0,05).

FPZSP CPRJ DWCT

2014 2018 2014 2018 2014 2018
Heterozigosidade Observada 0.621 0.603 0.770 0.682 0.669 0.625

Heterozigosidade Esperada 0.453 0.4428  0.459 0.466 0.387 0.412
Coeficiente de Endogamia -0.322 -0.376 -0.592  -0.457  -0.591 -0.475
Riqueza Alélica 2.15% 1.94* 2.08* 2.03* 1.94 2.08

4.4 Analise dos grupos in situ

4.4.1 Diversidade genética

Parametros de diversidade genética foram estimados para dois fragmentos ex sifu,
Fazenda Santa Maria (FSM) e Guarei (G), através da determinagdo da riqueza alélica (Ra),
heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), coeficiente de endogamia
(Fis) e de alelos privados; estes resultados estdo mostrados na Tabela 6.

Nao foram encontrados alelos nulos, alelos dropout e stuttering para nenhum grupo de
vida livre analisado. O valor médio do contetdo de informacdo polimérfica foi de 0,440,
indicando que esse painel € razoavelmente informativo (BOTSTEIN et al., 1980). Em relagdo
ao numero de alelos, a FSM possui o maior nimero de alelos, N=20, sendo que quatro desses
alelos sdo exclusivos. Guarei possui 19 alelos, sendo que quatro desses sdo exclusivos.

A heterozigosidade média observada foi maior que a heterozigosidade média esperada,
assim como o Fjs foi negativo em ambos os fragmentos, demonstrando que ha um excesso de
heterozigotos nos individuos analisados.

Quando comparamos os resultados obtidos para esses dois fragmentos com os dados
publicados por Ayala-Burbano e colaboradores (2017), em que dois grupos pertencentes a
Floresta Nacional de Capao Bonito (FNCB) foram analisados, esses resultados demonstram que

ha diferencas significativas para todos os estimadores considerados (Figura 13).
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Tabela 6 - Diversidade genética dos grupos cativos da Fazenda Santa Maria e Guarei.

Locus N Na Ra Ho He Fis HW Alelos Privados
Fazenda Santa Maria — FSM
Lchul 9 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Lchu6 6 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Lchu?7 9 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Lchu8 9 2.000 2.000 0.556 0.475 -0.169 0.61 -
Leon2 9 2.000 2.000 0.556 0.500 -0.111 0.74 -
Leon3 9 2.000 1.817 0.222 0.198 -0.125 0.71 312
Leonl1 9 2.000 2.000 0.889 0.494 -0.800 0.02%* 323
Leonl5 9 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Leon21 8 2.000 2.000 0.750 0.469 -0.600 0.09 -
Leon30 9 2.000 2.000 0.778 0.475 -0.636 0.06 274/276
Leon31 9 2.000 1.556 0.111 0.105 -0.059 0.86 -
Leon35 9 2.000 2.000 0.889 0.494 -0.800 0.02* -
Meédia 1.667 1.614  0.396 0.267 -0.413
Guarei
Lchul 5 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Lchu6 7 3.000 2.000 0.571 0.490 -0.167 0.66 197/199
Lchu7 8 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Lchu8 8 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Leon2 7 2.000 1.714 0.143 0.133 -0.077 0.84 -
Leon3 6 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Leonl1 8 3.000 2.000 0.375 0.492 0.238 0.50 305
Leonl15 7 2.000 1934 0.286 0.245 -0.167 0.66 -
Leon21 8 2.000 1.875 0.250 0.219 -0.143 0.69 -
Leon30 7 2.000 2.000 1.000 0.500 -1.000 0.01* 282
Leon31 7 1.000 1.000 0.000 0.000 -
Leon35 7 2.000 2.000 0.429 0.500 0.143 0.71 -
Média 1.750 1.544 0.254 0.215 -0.167
Floresta Nacional de Capao Bonito - FNCB
Lchul 10 1.000 1.000 0.000 0.000
Lchu6 10 2.000 2.000 1.000 0.500 -1.000 0.002* 193
Lchu?7 10  2.000 2.000 1.000 0.500 -1.000 0.002* 346
Lchu8 10  2.000 1.957 0.400 0.320 -0.250 0.43
Leon2 10 2.000 2.000 0.800 0.480 -0.667 0.04%*
Leon3 10 2.000 2.000 0.800 0.480 -0.667 0.04* 316/318
Leonll 10 2.000 2.000 1.000 0.500 -1.000 0.002* 314
Leonl15 10 2.000 2.000 0.400 0.480 0.167 0.60
Leon21 10 3.000 2.763 1.000 0.580 -0.724 0.02* 300
Leon30 10 2.000 2.000 1.000 0.500 -1.000 0.002* 286
Leon31 10 3.000 2.498 0.800 0.515 -0.553 0.22 338
Leon35 10  2.000 1.984 0.500 0.375 -0.333 0.29
Média 2.083 2.017 0.725 0.436 -0.639

* Valores estatisticamente significativos. — Auséncia de alelos exclusivos.
N: nimero de amostras genotipadas, Na: nimero de alelos, Ra: riqueza alélica, Ho: heterozigosidade observada,
He: heterozigosidade esperada, Fj;: coeficiente de endogamia HW: valores de p obtidos para o equilibrio de

Hardy-Weinberg.
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Figura 13 - Graficos comparativos com os valores de diversidade genética, medidos pela a heterozigosidade
esperada, riqueza alélica, heterozigosidade observada e coeficiente de endogamia. para grupos in situ
Fazenda Santa Maria, Guarei e Floresta Nacional Capao Bonito.

Os valores de Fi; calculados para esses trés fragmentos (Tabela 7) sdo maiores
que 0,25, indicando que entre eles ha uma forte diferenciagdo genética, considerando que
valores entre 0 e 0,05 indicam uma baixa diferenciagdo genética; valores entre 0,05 ¢ 0,15 uma
diferenciagdo moderada; valores entre 0,15 e 0,25 uma grande diferenciagdo; e valores maiores
que 0,25 indicam ampla diferenciacdo genética (HARTL; CLARK; CLARK, 1997; WRIGHT,
1965). Esses valores corroboram com a diferenciagcdo evidenciada na analise de componentes
principais (PCoA) (Figura 14). As analises de inferéncias bayesiana (Figura 15) demonstram
um K=3, representado pelas trés populacdes distintas, corroborando a ampla diferenciagao

genética encontrada nas outras analises.

Tabela 7 - Comparativo dos valores de F; encontrado nos grupos ex situ da Fazenda Santa Maria, analisados nesse
estudo ¢ da Floresta Nacional de Capdo Bonito, analisado por Ayala-Burbano et al (2017).

Valor de Fst par a par Fazenda Santa Maria Guarei
Guarei 0.4778
Floresta Nacional de Capao Bonito 0.4317 0.4414
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Figura 14 - Analise de Coordenadas Principais mostrando a pontuagdo na primeira ¢ na segunda
coordenada principal com base na matriz de distancia genética para o conjunto de dados genéticos obtidos
para os grupos da Fazenda Santa Maria e Guarei, analisados nesse estudo e da Floresta Nacional de Capao
Bonito, analisado por Ayala-Burbano et al. (2017).
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Figura 15 - Analise de estruturagdo (K= 3) com os grupos de vida livre da Fazenda Santa Maria (S. Maria) e
Guarei, analisados nesse estudo e da Floresta Nacional de Capao Bonito (C. Bonito), analisado por Ayala-
Burbano et al. (2017).

4.4.2 Analises de parentesco

Devido ao baixo grau de diversidade genética e altas taxas de parentesco observadas nos
grupos de vida livre, os dados de microssatélites foram combinados a dados mitocondriais
considerando haplotipos da regido Dloop gerados para esses animais em um estudo paralelo

desenvolvido por Modena et al. (2020, in prep.) (Tabela 8).



cada populagdo sao mostrados na Tabela 9.

Tabela 8 — Identificagdo dos individuos das populagdes de vida livre

Individuo Localizacio Grupo Sexo Idade Haplétipo
SM1 08 Faz. Santa Maria SM1 Fémea  Adulto HS5
SM1 09 Faz. Santa Maria SM1 Macho  Adulto HS5
SM2 01 Faz. Santa Maria SM2 Macho  Adulto HS5
SM2 02 Faz. Santa Maria SM2 Fémea  Adulto HS5
SM2 03 Faz. Santa Maria SM2 Fémea  Adulto H5
SM2 04 Faz. Santa Maria SM2 Macho  Infante H5
SM2 05 Faz. Santa Maria SM2 Fémea  Adulto H5
SM2 06 Faz. Santa Maria SM2 Fémea  Adulto H3
SM2 07 Faz. Santa Maria SM2 Macho  Adulto H5
GB1 01 Guarei - Ponte GB1 Macho  Adulto H3
GC1 03 Guarei - Camargo GCl1 Fémea  Adulto H3
GC1_04 Guarei - Camargo GCl1 Fémea  Adulto H3
GC1 05 Guarei - Camargo GCl1 Macho  Adulto H3
GC1_06 Guarei - Camargo GCl1 Macho  Adulto H3
GC1_07 Guarei - Camargo GCl1 Macho  Adulto H3
GC1_08 Guarei - Camargo GCl1 Fémea  Juvenil H3
GC2 09 Guarei - Camargo GC2 Macho  Adulto H3
GC1_10 Guarei - Camargo GCl1 Infante H3
CB1 01 F. N. Capao Bonito CBI Macho  Adulto H2
CB1 02 F. N. Capao Bonito CBI Macho  Adulto H3
CB1_03 F. N. Capao Bonito CBI Macho  Adulto H7
CB1 04 F. N. Capao Bonito CB1 Macho  Infante H2
CB1 05 F. N. Capao Bonito CB1 Fémea  Infante H7
CB2 01 F. N. Capao Bonito CB2 Fémea  Adulto H2
CB2 02 F. N. Capao Bonito CB2 Fémea  Adulto H2
CB2 03 F. N. Capao Bonito CB2 Macho  Adulto H2
CB2 04 F. N. Capao Bonito CB2 Macho  Adulto H2
CB2 05 F. N. Capiao Bonito CB2 Macho  Adulto H2
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Os resultados das analises para o parentesco utilizando os dados microssatélites para

Tabela 9 — Resultado da analise de parentesco para os animais das populagdes in situ

Fazenda Santa Maria

Prole Mae LOD do Confianca Pai LODdo Confianca LODdo Confianca
Atribuida par do Par Atribuido par do Par Trio do Trio
SM2 01 SM2 02 0.450 - SM2 07 -2.88 - -1.59 -
SM2 02 SM2 03 -11.9. - SM2 01 0.450 - -12.1. -
SM2 03 SM2 02 -11.9. - SM2 07 8.25 + -5.39 -
SM2 05 SM2 02 4.72 - SM2 01 -1.55 - 2.96 -
SM2 04 SM2 02 5.78 + SM2 01 -0.495 - 4.78 -
SM2 06 SM2 02 0.976 - SM2 01 2.46 - 4.34 -
SM2 07 SM2 03 8.25 + SM2 01 -2.88 - 8.63 -
SM1 08 SM2 02 0.0309 - SM2 01 1.51 - 2.55 -
SM1 09 SM2 02 -16.0. - SM2 01 2.12 - -15.0. -
Guarei
Prole Mae LOD do Confianca Pai LODdo Confianca LODdo Confianca
Atribuida Par do Par Atribuida Par do Par Trio do Trio
GBI 01 GCl1 04 -8.54 - GCl1_07 -2.72 - -7.28 -
GCl1 05 GCl1 04 -8.72 - GCl1_07 11.6. + 6.75 -
GC1_06 GCl1 _04 -7.55 - GCl1_07 -9.71 - -23.5. -
GC1_07 GCl1 04 -8.72 - GCl1_06 -9.71 - -26.2. -
GCl1 08 GCl1 04 3.67 - GC1 07 -3.19 - 1.20 -
GC2 09 GCl1 04 -17.9. - -35.8. -
GCl1 10 GCl1 04 -3.17 - GC2 09 9.50 + 6.33 -
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Floresta Nacional de Capao Bonito

Prole Mae LOD do Confianca Pai LODdo Confianca LODdo Confianca
Atribuida par do Par Atribuido Par do Par Trio do Trio

CB1 01 © CB1 03 -3.75 +

CB1 02 © CB1 03 -3.75 +

CB1 03 © -3.75

CB1_03 © -3.75

CB1 04 © CB1 03 3.35 +

CB1 05 © CB1 03 -2.80 +

CB2 01 CB2 02 -5.30 + CB2 05 4.64 + 0.586 -
CB2 02 CB2 01 -5.30 + CB2 04 -2.83 + 0.845 -
CB2 03 CB2 02 2.52 + CB2 04 1.24 + 8.08 -
CB2 04 CB2 02 -2.83 + CB2 05 -10.4. + -7.24 -
CB2 05 CB2 02 4.64 + CB2 04 -10.4. + 4.14 -

Pai/mae atribuido: parental mais provavel, atribuido pelo programa. LOD do Par: logaritmo natural da razao da
verossimilhanca das relagdes progenitor-progénie entre o pai/mae atribuido e o filho. Esses valores sdo expressos
em notagio cientifica 10'* N.C: Nivel de confianga da atribuigdo usando 0 95%(*) e 80% (+). Os casos indicados

com ° ndo foram resolvidos devido a falta de gendtipos materno em nossa amostragem.

A partir da interpretacdo integrada, dos dados de haplétipos mitocondriais, genotipos de
microssatélites e também informacdes de sexo e idade dos animais, foi possivel estabelecer as

potenciais relagdes de parentesco, as quais estdo ilustradas nas Figuras 16, 17 e 18.

Para Santa Maria (Figura 16), foi sugerido o acasalamento de duas fémeas adultas com
o mesmo macho (SM2_01), resultando nos prole SM2 04, SM2 05 e SM1 08, com a fémea
SM2 02; e em um unico filho (SM2_07), com a fémea SM2 03. Apesar das atribui¢des de
parentesco evidenciadas pelos marcadores microssatélites terem alocado a fémea SM2 06,
como filha do casal SM2 01 e SM2 02, os dados mitocondriais demonstraram que o haplétipo
encontrado ¢ diferente do hapldtipo da possivel mae; desta forma, ¢ mais provavel que essa
fémea seja um migrante (provavelmente do grupo 1 ou de outro grupo ndo amostrado), e que
seus pais ndo foram amostrados. O macho SM1 09 também foi atribuido como filho do casal
SM2 01 e SM2 02, no entanto, o valor de LOD para o trio foi negativo (-15x10'%); sendo
assim, ndo podemos excluir a possibilidade de que esse individuo seja filho também de um
casal ndo amostrado, e que o fato dele ser capturado junto com o SM1 08, seja indicio da

formacao de um novo grupo familiar.
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Figura 16 — Genealogia dos grupos da Fazenda Santa Maria, proposta a partir das interpretacdes dos
resultados da andlise de paternidade, dos haplotipos e também das informagdes de sexo e idade dos animais.

Em Guarei (Figura 17), observamos o provavel acasalamento de dois machos (GC1_07
e GC2_09) com uma mesma fémea (GC1_04), resultando na prole GC1 05, GC1 06 e GC1_08
com o macho GC1_07, e em um unico filho (GC1_10) com o macho GC2_09. No entanto, o
macho GC1_06 apresentou um valor negativo de LOD do trio (-23x10'?), sendo assim, nio
podemos excluir a possibilidade de que ele seja um migrante e seus pais ndo foram amostrados.

O mesmo acontece com o macho GC1_01, que apresenta um LOD do trio de -7,28x10"°.

() [ (m ]
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Figura 17 - Genealogia dos grupos de Guarei, proposta a partir das interpretagdes dos resultados da
analise de paternidade, dos haplotipos e também das informagdes de sexo e idade dos animais.

No grupo 1 de Capao Bonito (Figura 18), provavelmente ha o acasalamento de duas
fémeas com o macho CB1 03, visto que a prole apresenta dois haplétipos. As andlises de
parentesco atribuem a fémea CB1_05 como filha do macho CB1 03, no entanto, devido ao

haplétipo de ambos serem o mesmo, podemos considerar a hipotese de que esses individuos
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sejam irmaos completos e essa atribui¢do de deve ao alto grau de parentesco entre eles. No
segundo grupo (Figura 18), provavelmente o casal CB2 04 e CB2 02 gerou toda a prole. O
individuo CB2 01 foi atribuido como filho do CB2 05 com a fémea CB2 04, no entanto o
valor de LOD ¢ menor que as outras atribui¢des, assim essa atribuicao pode também ser devido

ao alto grau de parentesco entre esses dois individuos.
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Figura 18 - Genealogia dos grupos da Floresta Nacional de Capdao Bonito, proposta a partir das
interpretagdes dos resultados da analise de paternidade, dos haplétipos e também das informagdes de sexo e idade
dos animais.

4.5 Analise integrada in situ e ex situ

Foram realizadas analises comparativas entre os grupos ex situ € in situ analisados a fim
de gerar informagdes uteis para o manejo integrado.

Ao compararmos os parametros de diversidade genética, observamos que os valores dos
estimadores sdo semelhantes entre grupo de cativeiro e vida livre, mesmo quando comparamos
com a Fazenda Santa Maria que apresenta a diversidade genética mais baixa. Entretanto,
quando consideramos os valores de heterozigosidade observada e riqueza alélica entre Guarei

e DWCT , observamos diferencas significativas (Figura 19).
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Figura 19 - Graficos comparativos com os valores de diversidade genética, medidos pela a
heterozigosidade esperada, riqueza alélica, heterozigosidade observada e coeficiente de endogamia e,

respectivamente  da  esquerda

para

direita,

dos

grupos ex  situ e in

situ.

FPZSP: Fundacdo Parque Zoologico de Sao Paulo; CPRJ: Centro de Primatologia do Rio de Janeiro e DWCT:

Durrell Wildlife Conservation Trust.

Os valores de F: calculados para as populacdes in situ foram altos em relagdao aos dos

grupos cativos (Tabela 10), demonstrando grande ou ampla diferenciacdo genética (HARTL;

CLARK; CLARK, 1997; WRIGHT, 1965). No entanto, percebemos que os valores entre a

Floresta Nacional de Capao Bonito ¢ a Fazenda Santa Maria e os grupos de cativeiro sao

menores comparados aos valores encontrados entre o fragmento Guarei € os grupos cativos.
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Tabela 10 - Comparativo dos valores de F; encontrado nos grupos ex situ € in situ.

Valores de F par a par FPZSP CPRJ DWCT  Sta. Maria Guarei

CPRJ 0.0191
DWCT -0.0024  0.0163
Sta. Maria 0.2625 0.2098 0.3308
Guarei 0.3903 0.3643 0.4710 0.4778
C. Bonito 0.2510 0.2499 0.2597 0.4317 0.4414

FPZSP: Fundagdo Parque Zooldgico de Sao Paulo. CPRJ: Centro de Primatologia do Rio de Janeiro. DWCT:

Durrell Wildlife Conservation Trust. Sta. Maria: Fazenda Santa Maria. Guarei: Fragmento Guarei e C. Bonito:

Floresta Nacional Capao Bonito.

Esses valores sdo corroborados com os resultados encontrados na analise de

coordenadas principais (PCoA) (Figura 20), em que os grupos de Sta. Maria e FNCP estdo mais

proximos dos grupos cativos, enquanto Guarei estd mais distante.
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Figura 20 - Analise de Coordenadas Principais mostrando a pontuagdo na primeira e na segunda
coordenada principal com base na matriz de distancia genética para o conjunto de dados genéticos obtidos para os
grupos cativos da Fundagdo Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP), Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ),
Durrell Conservation Trust (DWCT) e dos grupos de vida livre da Fazenda Santa Maria e Guarei, analisados nesse

estudo e da Floresta Nacional de Capao Bonito, analisado por Ayala-Burbano et al. (2017).
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As andlises no Structure (Figura 21) demonstraram um k = 5, evidenciando cinco
clusters genéticos para a amostragem ex situ € in situ. Foram observados trés clusters referentes
a cada uma das populacdes de vida livre e outros dois reunindo os trés grupos de cativeiro. Essa
subestruturacdo detectada em cativeiro quando comparada aos grupos in situ pode ser devido a
existéncia de animais de vida livre em cativeiro, com origens distintas, mas principalmente da
regido de Morro do Diabo, bem como devido a contribuicdo desigual dos parentais para
formacdo das proles, resultando em grupos familiares mais distintos ou similares entre as

instituigoes
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Figura 21 - Analise de estruturagdo (K= 5) com os grupos cativos Fundagdo Parque Zoologico de Sdo Paulo
(FPZSP), Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) e Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT) ¢ os
grupos de vida livre da Fazenda Santa Maria (S. Maria) e Guarei, analisados nesse estudo e da Floresta Nacional

de Capdo Bonito (C. Bonito), analisado por Ayala-Burbano et al. (2017).

5 DISCUSSAO

5.1 Analises dos grupos ex situ

Os dados gerados no presente trabalho demonstram pelas analises do Studbook da
espécie, que a FPZSP possui trés familias, sendo que dois casais reprodutores foram formados
por um descendente de cativeiro e um individuo introduzido da natureza, portanto, nessas duas
familias o casal reprodutor ndo possui nenhum tipo de relacionamento. J4& no CPRJ ha duas
familias, e ambos os casais reprodutores descendentes de individuos mantidos em cativeiro,
sendo que um desses casais possui relagio de irmdos completos. E sabido que a formagio de
grupos familiares com individuos com relagcdo de parentesco muito alta, e também com
reproducao desigual dos individuos, propicia o aumento na endogamia, com consequente perda
de diversidade genética (LACY, 1989). Nos grupos de cativeiro aqui analisados, no entanto, foi
observado um valor de coeficiente de endogamia negativo, quando calculado pelos marcadores

moleculares, e também um excesso de heterozigotos, evidenciado pelos valores de Ho maiores
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que os de He, em todos os grupos analisados. Isso demonstra que embora os dados de pedigree
estejam evidenciando um aumento da endogamia, o manejo estd sendo eficiente em evitar o
aumento da homozigosidade, que poderia conduzir a espécie a perda de fitness e depressao
endogamica, devido a exposicdo a alelos recessivos prejudiciais (FRANKHAM; BRISCOE;
BALLOU, 2002). Apesar disso, dada a pouca disponibilidade de animais ndo-relacionados para
serem usados como reprodutores, ainda ¢ observado niveis de endogamia de heredograma altos,
como consequéncia do grau de relacionamento desses individuos. Portanto, estratégias para
introducao de novos animais de vida livre em cativeiro, devem ser priorizadas para incremento
de individuos menos relacionados.

Muitos programas de conservacdo realizam os manejos utilizando informagdes de
pedigree, no entanto, ao combinar estes dados com os dados de marcadores moleculares
podemos otimizar os programas de conservagao, tornando-os mais eficazes (TORO et al., 1999;
WANG, 2004). Para o mico ledo preto, estudos previamente realizados propdem que essa
integracao entre dados de pedigree e de marcadores moleculares pode auxiliar as tomadas de
decisdes no manejo da espécie em cativeiro (AYALA-BURBANO et al., 2020). Desta forma,
além de conhecer a estrutura dos grupos familiares em cativeiro, avaliar o comportamento dos
niveis de variabilidade genética mensurados por marcadores moleculares ¢ relevante para o
manejo eficiente.

Os valores de heterozigosidade esperada estimados para os grupos de cativeiro atuais
foram baixos, porém, similares aos descritos na literatura para L. chrysopygus (AYALA et al.,
2017; 2020) e outras espécies do género. Em estudos com o mico ledo dourado foram
encontrados valores de heterozigosidade que variaram entre 0,42 a 0,66, utilizando diferentes
numeros de locos microssatélites (GRATIVOL; BALLOU; FLEISCHER, 2001; MORAES et
al.,2018; PEREZ-SWEENEY et al., 2005). Para o mico ledo de cara dourada (Leontopithecus
chrysomelas) o valor de heterozigosidade encontrado foi de 0,59, utilizando nove locos
(GALBUSERA; GILLEMOT, 2008) e para o mico ledo de cara preta (Leontopithecus caissara)
os valores de heterozigosidade encontrados variaram de 0,42 e 0,48 utilizando nove locos
(MARTINS et al., 2011; MARTINS; GALETTI JUNIOR, 2010).

Os valores de diversidade genética estimados pelas andlises moleculares para
heterozigosidade esperada e observada e para os coeficientes de endogamia foram semelhantes
em todas as trés instituicdes que mantém a espécie sob cuidado humano. No entanto, a FPZSP
apresentou valores de riqueza alélica menores aos encontrados em DWCT. Por outro lado, os
valores de Fl: encontrados par a par foram menores que 0,15, demonstrando que nao ha

diferenciagdo genética significativa entre os grupos cativos analisados (FRANKHAM;
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BALLOU; BRISCOE, 2008). Esses valores corroboram as analises de estruturacdo bayesiana
que demonstraram um agrupamento dos grupos, evidenciando uma tendéncia a possivel

existéncia de uma metapopulacao cativa.

5.2 Monitoramento genético ex situ

Os cativeiros tém a fun¢do de servir como uma reserva genética € demografica das
espécies (RALLS; BALLOU, 2004). Para o mico ledo preto, estima-se que o tamanho
populacional para manter 95% da variabilidade genética, se os grupos cativos forem manejados
como subpopulagdes de uma metapopulacdo, ¢ de aproximadamente 150 a 200 animais
(VALLADARES-PADUA et al., 2002). Entretanto, o tamanho atual da populagao da espécie
em cativeiro ¢ de 55 individuos. Assim, monitorar a variabilidade genética dos grupos de
cativeiro ¢ extremamente importante para verificar se o manejo realizado est4 sendo efetivo na
manuten¢ao dos niveis de variabilidade genética ao longo das geragdes. Além disso, a andlise
da variabilidade genética via marcadores moleculares pode auxiliar a entender processos
relacionados a diferenciacdo e estruturacao das populagdes, auxiliando ndo somente o manejo
ex situ, mas também o manejo integrado. (AYALA-BURBANO et al., 2017; 2020).

Segundo a andlise comparativa da versdo anterior do Studbook da espécie (WORMELL,
2014) com a mais atual (WORMELL, dados ainda ndo publicados), o0 manejo dos grupos de
cativeiro do MLP, entre os anos de 2014 e 2018, demonstrou que houve um pequeno aumento
no tamanho populacional, devido ao nascimento, introdu¢ao e transferéncia de alguns animais
na FPZSP, que passou de 16 individuos em 2014 para 27 em 2018. J4 no CPRJ, o numero de
individuos mantidos em cativeiro diminuiu, passando de 17 para 14 animais, devido a
translocacdo e morte de alguns animais. Essa dindmica populacional devido a introdugdo,
translocacdo, nascimento e morte de individuos pode ocasionar modificagcdes na estrutura
genética observada nos diferentes grupos pela entrada e/ou saida de alelos. No CPRJ, por
exemplo, foi observado a perda de trés alelos (Nazo14= 29; Nao1s= 26), assim como no FPZSP,
onde houve perda de quatro alelos (Naxoi4= 28; Naxois= 24), o que influencia diretamente na
diminui¢do significativa da riqueza alélica durante o periodo analisado, visto que esse
parametro ¢ sensivel a perda de alelos.

Em relacdo aos alelos raros, ndo foram encontrados alelos raros na FPZSP, visto que
esses agora sao compartilhados com o grupo de DWCT, devido ao manejo de alguns individuos.
No grupo do CPRIJ, notamos que, atualmente, o alelo 236 (Lchu08) ¢ exclusivo deste grupo,

embora, no estudo anterior este também tenha sido encontrado em animais da FPZSP. O alelo
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224 (Lchu08) que havia sido descrito como exclusivo para o CPRJ, atualmente, esta presente
no CPRJ e em DWCT, também devido ao recente manejo.

A analise do pedigree da espécie demonstra que ja houve a formagao de nove geragdes
em cativeiro, sendo a primeira geragdo (F0) representada pelos animais fundadores. Os MLP
vivos atualmente estdo representados pelas ultimas cinco geragdes (G5, G6, G7, G8 e 39),
sendo que a maioria dos animais viventes esta representada nas geragdes G7 (17 animais) e G8
(12 animais). A ultima geracdo (G9) foi formanda em 2016, com o nascimento de quatro
animais, filhos de um mesmo casal (425 e 481). Pudemos observar também que as ultimas
geragdes apresentaram um declinio populacional, e consequentemente o numero de
reprodutores também sofreu uma reducao, aumentando assim a endogamia por geragao.

Quando comparamos os valores de diversidade genética para as populagdes cativas do
MLP, verificamos que a heterozigosidade esperada nos grupos de cativeiro atuais ¢ semelhante
(p>0,05) aos valores encontrados nas analises anteriores realizadas por Ayala-Burbano et al.
(2017). Este dado demonstra que o manejo da espécie estd conseguindo evitar o aumento da
homozigosidade em cativeiro ¢ a consequente exposi¢cdo de alelos recessivos prejudiciais, fato
este que conduziria a acentuada perda de fitness pela depressao por endogamia (FRANKHAM;
BRISCOE; BALLOU, 2002).

Em relagdo ao coeficiente de endogamia, os valores de Fs foram negativos evidenciando
um excesso de heterozigotos, e ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05) com
aqueles estimados anteriormente (AY ALA-BURBANO et al., 2017), demonstrando mais uma

vez que o manejo estd sendo eficiente em evitar a homozigose ao longo das geragoes.

5.3 Analises dos grupos in situ

As amostras de vida livre analisadas nesse trabalho pertencem a duas populagdes
consideradas pequenas devido ao nimero de individuos e tamanho da 4rea. A Fazenda Santa
Maria possui uma estimativa populacional de 18 animais habitando uma area de 515 ha,
composta por um fragmento de floresta medianamente alterado com efeito de borda e sem
estradas. Esse fragmento esta localizado na regido do Pontal do Paranapanema - SP, proéximo
ao Parque Estadual do Morro do Diabo, onde atualmente se encontra a maior populagdo de
mico ledo preto na natureza. Por sua vez, o fragmento Guarei Camargo possui um menor
tamanho populacional, contando com 15 animais em 105 hectares. Este fragmento esta
conectado a Estagao Ecologica de Angatuba, e ¢ um fragmento muito alterado, com mata ciliar,

e forte efeito de borda com presenca de gado e estradas (CULOT, L. comunicacao pessoal). Os
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dados gerados para estas duas popula¢des foram comparados com os dados genéticos de dois
grupos da Floresta Nacional de Capao Bonito, localizada na regido de Buri — SP, que possui
uma estimativa populacional de 35 individuos, em uma area com 4.344 hectares. Essa area ¢
caracterizada por ser um fragmento alterado, ocupado por plantagdes de pinheiro e araucarias,
e também pela presenca de estradas (CALDANO; MONTICELLI; GALETTI, 2016).

As andlises de diversidade genética realizadas para os animais de vida livre mostraram
que os grupos da Fazenda Santa Maria e Guarei possuem valores de He e Ho similares entre si
(p>0,05), porém, significativamente menores aos encontrados nos grupos da Floresta Nacional
de Capao Bonito (pue=0,03, pro=0,01). Os valores de riqueza alélica também nao apresentaram
diferengas significativas (p<0,05) entre Fazenda Santa Maria e Guarei, porém foram
significativamente menores do que os valores encontrados para Capao Bonito. Quanto ao
numero de alelos, em Capao Bonito foi encontrado o maior numero de alelos (Narncp = 25;
Narstv = 20 € NagGuarei = 19).

Segundo Ayala-Burbano et al. (2017), a baixa diversidade genética observada nas
populagdes de MLPs na natureza pode ser devido a eventos historicos de gargalos populacionais
ocasionados principalmente por fatores antropogénicos, como caga, coleta, e desmatamento,
fatores estes que podem afetar a diversidade e estrutura genética das populagdes (COIMBRA -
FILHO, 1996; CUNNIFF, 1996; DA FONSECA, 1985; POPE, 1996). Além disso, esses
animais vivem em pequenos grupos familiares formados por trés a seis individuos e sua
reprodu¢do tem sido normalmente associada a uma unica fémea e ocasionalmente a duas, com
um unico macho reprodutor. Assim, a baixa diversidade genética aqui observada parece ser
uma caracteristica intrinseca da espécie, compartilhada no género e em outros calitriquideos
(FAULKES; ARRUDA; MONTEIRO DA CRUZ, 2003; LIMA et al., 2003).

O coeficiente de endogamia (Fj) estimado para ambos os grupos de vida livre
apresentou valores negativos, indicando excesso de heterozigotos (p>0,05) nas populagoes.
Este resultado foi semelhante ao encontrado em Capao Bonito, sugerindo que esteja
acontecendo um possivel comportamento de fuga da endogamia, em que os animais tendem a
se acasalar com outros menos aparentados na natureza, evitando assim a depressdo endogamica.
Entretanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados para confirmar se de fato este
comportamento se manifesta na espécie.

Os valores de Fy encontrados foram altos e evidenciam uma ampla diferenciagdo
genética entre os trés fragmentos analisados. As andlises de PCoA corroboram essa forte
estruturacdo, demonstrando clara diferenga genética entre as populacdes analisadas. Estes

resultados sdo importantes para avaliar como estd o padrdo de distribuicdo da diversidade
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genética da espécie na natureza, e consequentemente para auxiliar politicas conservacionistas
de manejo, visto que, o plano de manejo da espécie visa conectar fragmentos isolados na regiao
do Pontal do Paranapanema, SP através da implementagdo de corredores ecologicos e também
da movimentacao de grupos de areas maiores, como o Parque Estadual Morro do Diabo, para
fragmentos menores (IPE, 2019). Portanto, conhecer a estrutura e diversidade genética das
populacdes de vida livre podera ser importante para auxiliar na tomada de decisdes de manejo
da espécie.

Quanto as analises de parentesco, foram encontrados grupos formados por 5 a 8 animais,
sendo estes compostos por fémeas e machos adultos, com a presenca de juvenis e também
filhotes, dados similares aos ja descritos na literatura (BAKER; BALES; DIETZ, 2002;
CARVALHO; CARVALHO, 1989). Nos micos-ledes e em outras espécies da familia
Callitrichidae, tém sido descritos sistemas de acasalamento flexiveis, sendo encontrados
relacdes de monogamia, poliandria e poligamia em saguis, micos ¢ micos-ledes (BAKER;
BALES; DIETZ, 2002; DIGBY; BARRETO, 1993; GOLDIZEN, 1987). No género
Leontopithecus ja foram relatados casos de poliandria e poligamia em grupos de L. rosalia e L.
chrysomelas (BAKER; BALES; DIETZ, 2002). Nas analises de parentesco aqui realizadas
evidenciamos duas provaveis relagdes de poliandria, na FSTM e no grupo 1 de Capao Bonito,
mesmo que nesse Ultimo, as fémeas reprodutoras ndo tenham sido amostradas. Evidéncias
também de um possivel caso de poliginia podem ser atribuidas a populacdo de Guarei, no
entanto, um dos machos reprodutores foi capturado sozinho, o que pode sugerir a expulsao deste
do grupo familiar. Os dados de relacionamento na FSM sugerem também existéncia de
dispersao (uma imigra¢cdo ¢ uma emigra¢do) de fémeas, indicando que a dispersdo na espécie
de fato ndo ¢ restrita apenas aos machos. Casos de dispersdo de ambos os sexos ja foram
reportados para o género, incluindo as espécies L. chrysopygus, L. rosalia e L. caissara, sendo
que a emigracao tende a acontecer na idade jovem adulta e que os novos grupos sao formados
préximo ao grupo natal (BAKER; BALES; DIETZ, 2002; CARVALHO; CARVALHO, 1989;
NASCIMENTO; NALI; DA FONSECA, 2014). Nossos dados corroboram esses achados e
podem auxiliar a compreender melhor a movimentagao desses animais e futuramente a avaliar

a dispersao efetiva, com contribui¢do na reprodugao.
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5.4 Analises integradas in situ e ex situ

A adocao de estratégias de conservagao que integrem os processos de manejo in situ €
ex situ em uma uUnica abordagem tem sido cada vez mais discutida na ultima década
(SCHWARTZ etal., 2017; AYALA et al 2020). Neste contexto, realizar analises comparativas
entre as populacdes de vida livre e de cativeiro, visando avaliar como estd distribuida a
diversidade genética da espécie, pode ser relevante para assim auxiliar na tomada de decisdes
para o manejo integrado, € agdes que visem a translocagao ou reintrodugdo de animais, bem
como a definicdo de 4reas prioritarias para conservagao.

No presente trabalho, os dados genéticos demonstraram que ha diferenciacdo entre as
populagdes de vida livre e destas com as de cativeiro, sendo que cada fragmento de vida livre
foi alocado em uma populacao distinta das de cativeiro. A analise de PCoA e os valores de Fi;
demostraram também que, 0s grupos ex situ sdo mais préoximos geneticamente dos grupos da
FNCB e da FSM. Essa maior relacdo genética pode ser devido ao fato de que uma fémea
reprodutora atual do cativeiro foi resgatada na regido de Buri — SP, proxima a Floresta Nacional
de Capao Bonito, e também que os fundadores do cativeiro brasileiro sdo animais capturados
no Parque Estadual do Morro do Diabo, que est4 localizado proximo a Fazenda Santa Maria
(WORMELL, 2014). Esses dois fatos, podem explicar a menor distdncia genética observada
entre esses dois fragmentos e 0s grupos cativos, comparado ao fragmento de Guarei.

Em relagdo aos parametros de diversidade genética estimados, observamos que a
heterozigosidade esperada e os coeficientes de endogamia ndo demonstraram diferencas
significativas entre os grupos de cativeiro e vida livre. No entanto, as andlises par a par
demonstraram diferencas significativas de riqueza alélica, entre DWCT e Guarei, e também de

heterozigosidade observada entre Guarei e os trés grupos cativos analisados.
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6 CONCLUSAO

O nosso estudo permitiu alcangar os objetivos de trabalho propostos e gerar as seguintes
conclusoes:

. Utilizando a metodologia proposta nesse trabalho foi possivel analisar a
diversidade genética dos grupos de cativeiro, bem como dos grupos de vida livre, possibilitando
a comparacao dos dados gerados, com os disponiveis na literatura;

. Ao compararmos os dados de diversidade genética produzidos aqui para os
grupos ex situ atuais, com os dados produzidos para os grupos cativos de 2014, foi possivel
verificar que houve uma diminuigdo significativa da riqueza alélica nos grupos da FPZSP e
CPRJ, enquanto os outros parametros permanecem similares;

. As andlises de estruturagdo genética baseadas nas frequéncias alélicas
demonstraram a existéncia de uma metapopulagado cativa;

. Os grupos in situ apresentam diferencas significativas na diversidade genética,
no entanto o coeficiente de endogamia foi similar entre os trés fragmentos analisados, e se
apresenta negativo em todos eles, demonstrando o excesso de heterozigoto e provavelmente
evidencia um efeito de comportamento de fuga da endogamia na natureza;

. As analise de estruturacdo genética baseada nas frequéncias alélicas das trés
populacdes de vida livre analisadas neste estudo evidenciaram forte diferenciagdo genética
entre estas;

. O painel de microssatélites, combinado a dados mitocondriais, se mostrou
eficiente para propor relagdes de parentesco nos grupos de vida livre;

. As andlises de parentesco evidenciadas permitiram sugerir uma provavel
existéncia de poliandria e poliginia nos grupos de vida livre analisados, bem como a dispersao

(por imigragao e emigracao) de fémeas e a formagao de novo grupo social;

. Alguns parametros de diversidade genética como heterozigosidade esperada e
coeficiente de endogamia dentro e entre grupos de cativeiro sdo similares aos observados dentro
e entre grupos de vida livre, sendo que os niveis de heterozigosidade da espécie sdo baixos,
devido, provavelmente, a histéria de vida da espécie in situ, e ao historico de fundacdo e
manuten¢do dos grupos ex situ;

. A analise comparativa para os dados moleculares dos grupos de cativeiro
permitiu o monitoramento dos niveis de diversidade genética através da mensuragdo de

parametros como heterozigosidade, e riqueza e diversidade alélica, sendo estes dados
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importante para auxiliar o manejo ex sifu. A comparacao dos dados ex situ e in situ podera gera
insights para translocagdes e reintrodugdes de animais bem como para determinacdo de areas

prioritarias a conservagao.
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