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RESUMO

A espécie Leontopithecus chrysopygus, conhecida popularmente como mico-ledo-preto
(MLP), vem sofrendo com a fragmentacdo de seu habitat natural, o que limita o fluxo
génico e resulta na diminuigcdo da variabilidade genética e no aumento da endogamia
dentro das populacdes. O estudo genético-populacional e o estabelecimento de
pardmetros de diversidade genética, baseados em dados moleculares do DNA
mitocondrial permitem a caracterizacdo da estrutura e diversidade genética historica
dentro e entre populagdes, sendo estas informacgdes importantes para auxiliar o manejo da
espécie e manutencao da variagdo genética tanto em populagdes de vida-livre quanto de
cativeiro. Neste trabalho a estrutura matrilinear de grupos ex situ e in situ foi avaliada
com o objetivo de gerar insights para auxiliar as decisdes de manejo e conservacdo da
espécie em longo termo. Adicionalmente, dados de pedigree foram analisados para
estabelecimento das relacbes de parentesco entre os animais de cativeiro. A regido
controle (D-loop) do genoma mitocondrial foi avaliada em 43 MLPs provenientes de
cinco populacdes de vida livre e 32 individuos cativos mantidos na Fundacdo Parque
Zoolégico de Sao Paulo (FPZSP, SP); 19 individuos no Centro de Primatologia do Rio
de Janeiro e 20 no Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT, Jersey). As sequéncias
geradas foram analisadas utilizando-se diferentes ferramentas computacionais para
caracterizacdo da diversidade haplotipica e estrutura genética dos grupos avaliados. A
analise de pedigree evidenciou valores de parentesco menores na FPZSP que no CPRJ e
em DWCT. A andlise dos dados mitocondriais evidenciou um total de sete haplotipos,
sendo apenas trés deles (H1, H2 e H3) compartilhados entre individuos de vida-livre e de
cativeiro. O valor médio de diversidade haplotipica (Hd) foi maior em vida-livre (0,752)
que em cativeiro (0,589). A existéncia de haplétipos exclusivos na FPZSP, além da baixa
diversidade haplotipica observada em DWCT e auséncia desta no CPRJ, destaca a urgente
necessidade de um manejo metapopulacional que objetive preservar uma base mais ampla
da diversidade genética matrilinear nestas duas institui¢fes. A presenca de um haplétipo
exclusivo na FPZSP indica também a necessidade de ampliar as analises nas populacdes
in situ. Por outro lado, hapldtipos exclusivos foram encontrados em populac@es in situ,
indicando que as populagdes contemporéaneas ex situ ndo retém diversidade matrilinear
historica representativa das populacbes de vida-livre até o momento avaliadas. Este
estudo traz dados importantes que podem auxiliar futuros planos de manejo
metapopulacional integrado que visem acdes de translocagdes e reintroducdes baseados
em genética.

PALAVRAS-CHAVE: Leontopithecus chrysopygus, diversidade genética, DNA
mitocondrial.



1. INTRODUCAO

O mico-ledo-preto  (MLP), Leontopithecus chrysopygus (Callithrichidae,
Primates), é endémico da Mata Atlantica do estado de S&o Paulo, bioma considerado
como um dos mais fragmentados do continente americano (REZENDE, 2014). Esta
espécie esta categorizada como ameacada de extingdo tanto na lista vermelha da IUCN
(Unido Internacional para Conservacdo da Natureza), quanto no IBAMA (Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, Ministério do Meio
Ambiente, Governo Federal, Brasil). O MLP ja foi considerado extinto no inicio do século
XX, mas na década de 1970 foram encontrados cerca de 200 individuos na regido de
Teodoro Sampaio, no estado de Séo Paulo, e alguns deles foram levados para o cativeiro,
como uma forma de evitar a extin¢do in situ da espécie (COIMBRA-FILHO, 1970; 1996;
RIBEIRO et al., 2009; AYALA-BURBANO et al., 2017).

Ap06s a formacdo dos primeiros grupos ex situ, os dados dos animais mantidos em
cativeiro passaram a ser registrados no livro genealdgico da espécie (Studbook)
(KLEIMAN & RYLANDS, 2002; AYALA-BURBANO et al., 2020). O Studbook do
MLP tem auxiliado 0 manejo da espécie ex situ, direcionando acasalamentos a fim de
evitar o aumento da endogamia e a perda de diversidade genética. Entretanto, mesmo
diante do constante esforco para manejar de forma adequada essa espécie em cativeiro, a
idade avancada de alguns animais e o baixo nimero de casais reprodutores, constituem
alguns dos problemas enfrentados pelos gestores que mantém a espécie sob cuidado
humano, principalmente, devido a constante tendéncia a perda de diversidade genética e
consequente depresséo por endogamia (AYALA-BURBANO et al., 2017).

Nos ultimos anos, analises genético-moleculares tém sido implementadas para
auxiliar as decisdes de manejo em populacdes de cativeiro (AYALA-BURBANO et al.,

2020) e também de vida livre (AYALA-BURBANO et al., 2017). Niveis adequados de



diversidade genética favorecem a manutencdo do potencial evolutivo de uma espécie,
permitindo que as populacgdes se adaptem as mudancas ambientais e persistam ao longo
do tempo (FRANKHAM, BRISCOE, & BALLOU, 2002). Na natureza, a baixa
diversidade genética observada em grupos de MLPs pode ser devido a eventos historicos
de gargalos populacionais ocasionados, principalmente, por fatores antropogénicos, como
perda e fragmentacdo de habitat, fatores estes que isolam populacdes, reduzindo o fluxo
génico e favorecendo a endogamia e estruturacdo genética (AYALA-BURBANO et al.,
2017; PEREZ-SWEENEY et al., 2005; FRANKHAM, BRISCOE, & BALLOU, 2002).
Além disso, os MLPs costumam formar pequenos grupos familiares compostos por trés
a seis individuos, sendo que sua reproducdo normalmente esta associada a uma Unica
fémea e, ocasionalmente, a duas, com apenas um macho reprodutor (FAULKES;
ARRUDA & MONTEIRO DA CRUZ, 2003), caracteristicas da espécie que também
tendem a manter niveis de variacdo genética mais reduzidos.

Atualmente, estima-se que existam cerca de 1600 MLPs em vida-livre
(REZENDE et al, 2020), distribuidos em 18 populacdes pertencentes a sete areas
protegidas, sendo estas: Parque Estadual do Morro do Diabo, Floresta Nacional de Capao
Bonito, Estacdo Ecologica Mico Ledo Preto, Estacdo Ecoldgica Caetetus, Fazenda
Mosquito, Reserva Privada Olavo Egydio Setubal e a Estacdo Ecolégica Angatuba
(REZENDE, 2014). Essas populacdes fazem parte de um programa de manejo conduzido
pelo Instituto de Pesquisas Ecolégicas (IPE), que abrange programas de reintroducéo,
translocacéo e ambientagdo, além de estudos relacionados ao comportamento e ecologia
da espécie (KLEIMAN & RYLANDS, 2002).

Conhecer a diversidade e estrutura genética das populagdes in situ do MLP torna-
se uma ferramenta importante para auxiliar estratégias que visem translocacfes entre

areas manejadas e/ou prioritarias para conservacdo. Por outro lado, o conhecimento



genético dos grupos in situ € relevante para programas que visem a reintroducdo de
animais na natureza, se necessario. Estudos genéticos no MLP, visando auxiliar
estratégias de manejo, em geral, tém utilizado marcadores de microssatélites (AYALA-
BURBANO et al., 2017; 2020), os quais permitem acessar parametros de diversidade
genética nas populacBes contemporaneas, que refletem efeitos de recombinacdo e
singamia do genoma nuclear (ALBERTS et al., 2017). Por outro lado, muito pouco se
sabe sobre a estrutura matrilinear das populacfes atuais do MLP, a qual reflete uma
diversidade genética mais historica.

Considerando o contexto apresentado, 0s objetivos deste trabalho foram
caracterizar a estrutura e diversidade genética matrilinear dentro e entre 0s grupos de
MLPs de cativeiro e de vida-livre, através do sequenciamento e analise da regido controle
do DNA mitocondrial (D-loop); e analisar dados de pedigree, visando fornecer
informac@es Uteis para auxiliar as tomadas de decisGes para 0 manejo e conservacdo da

espécie em longo termo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Declaracoes éticas

Essa pesquisa foi conduzida conforme os protocolos aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CEUA, Universidade Federal de S&o Carlos, Sdo
Paulo, Brasil), sob 0os nUmeros 9805200815 e 7058110316. Todas as amostras bioldgicas
foram coletadas a partir da obtencdo de autorizacdo fornecida pelo Sistema de
Autorizagdo e Informacdo sobre Biodiversidade do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (SISBIO-ICMBio, Ministério do Meio Ambiente,
Governo Federal, Brasil), sob 0s nimeros 36961-1 e 34862-2. O acesso ao patrimonio

genético foi registrado pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e



Conhecimentos Tradicionais Associados (SISGEN, Ministério do Meio Ambiente,
Governo Federal, Brasil), sob numero A411359. As autorizacfes para importacdo das
amostras biologicas do exterior foram emitidas pela Convencdo sobre o Comeércio
Internacional de Espécies Ameacadas de Flora e Fauna Selvagem (CITES), sob os
nimeros EX 14-65, EX 14.70, EX 14-67 e EX 14-66, 14BR015534/DF,
14BR015532/DF, 14BR015538/DF e 14BR015533/DF. Todas as recomendacdes
propostas pela Sociedade Americana de Primatologistas para o Tratamento Etico de

Primatas Ndo Humanos foram seguidas nesse estudo.

2.2 Amostragem biologica

Ao todo, foram utilizadas amostras bioldgicas de pelos, sangue, fezes, tecidos
solidos e/ou DNA, obtidas de 43 individuos de vida-livre e de 71 de cativeiro; com 51
amostras de animais provenientes de cativeiros do Brasil, 20 da Europa e 43 de cinco
populacdes de vida-livre. No Brasil, 32 amostras de cativeiro sdo provenientes da
Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo (FPZSP, Sdo Paulo, SP), 19 do Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ, Rio de Janeiro, RJ). Na Europa, as 20 amostras
séo provenientes do Durrell Wildlife Conservation Trust (DWCT, Jersey, Reino Unido).
De vida-livre, nove amostras sdo provenientes da Fazenda Santa Maria (FSM), 11 do
Parque Estadual do Morro do Diabo (PEMD), trés de Ponte Branca (PB), nove de Guarei
(G) e 11 da Floresta Nacional de Capéo Bonito (FNCB). Foram amostrados nove grupos
familiares, sendo dois grupos provenientes da FNCB, localizada na regido sudoeste do
estado de S&o Paulo, a 200 km de S&o Paulo, na regido do Vale do Serra do Paranapiacaba;
dois da FSM, localizada na regido de Presidente Epitacio (SP); um grupo do PEMD,

situado no extremo Sudoeste do estado de S&o Paulo; trés grupos de Guarei, municipio



localizado no sul do estado de S&o Paulo; e um grupo de PB, localizada na Estacao

Ecoldgica MLP (Tabela 1; Figura 1).

Tabela 1. Locais de coleta, quantidades e tipos de amostras e localizagdo geografica (S: Sul e O:
Oeste) de vida-livre e cativeiro. (FSM) Fazenda Santa Maria, (PEMD) Parque Estadual do Morro
do Diabo, (PB) Ponte Branca, (G) Guarei, (FNCB) Floresta Nacional de Capédo Bonito, (FPZSP)
Fundacao Parque Zoolégico de Sao Paulo, (DWCT) Durrell Wildlife Conservation Trust, (CPRJ)

Centro de Primatologia do Rio de Janeiro.

p NUMERO DE TIPO DE LOCALIZACAO
POPULAGAC  AMOSTRAS AMOSTRA GPS
Vida Livre
grupo 1: S 23°53°19.2”, O
Sangue, pelos e/ou 48°31°57.6”
- L5 tecido grupo 2: S 23°54°4.65”, O
48°31°57.6”
grupo 1: S 22°14°10.87”, O
52°17°48.78”;
FSM 9 Sangue e/ou pelos grupo 2: S 22°13°54.50”, O
52°18°28.79”
PEMD 11 Sa”g“ef’egg'sos BIOU 5 59036743.93” 0 52°10°56.82”
grupo 1: S 23°25°4.70” O
Pelos, fezes e/ou 48°14°16.747
© . tecido D%
grupo 3: S 23°22°34.45” O
48°12°29.21”
PB 3 Sanguef’ peloselou ¢ 5r05030.637 0 52930°30.63”
ezes
43
Cativeiro
Sangue, pelo, fezes
FPZSP 32 e/ou DNA
DWCT 20 Sangue e pelos
CPRJ 19 Sangue
71

Para coleta das amostras biol6gicas em cativeiro, o veterinario, em conjunto com
o tratador da espécie no local, capturou manualmente o individuo, atraindo o animal ao
local adequado para sua contencdo, respeitando os padrdes éticos e de conduta
estabelecidos pela instituicdo que mantém a espécie em cativeiro. Na natureza, o
veterinario, junto com a equipe de bidlogos que estuda e/ou maneja a especie em vida-
livre, localizou as areas de dormitdrio e capturou manualmente os animais nos ocos das

arvores a noite. Para reduzir o possivel estresse causado durante a captura e manipulagéo



de individuos, os MLPs foram anestesiados seguindo os procedimentos estabelecidos pela
Sociedade Americana de Primatologistas para o tratamento ético de primatas nao-

humanos.
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Figura 1. Mapa adaptado do Estado de Sdo Paulo destacando os grupos pertencentes a Floresta

Nacional de Capéo Bonito (FNCB) em rosa, Guarei (G) em azul, Fazenda Santa Maria (FSM) em
vermelho, Parque Estadual do Morro do Diabo (PEMD) em verde e Ponte Branca (PB) em
amarelo. Fonte: Ayala-Burbano, P.A. e colaboradores (2017), baseado em informagdes

disponiveis no SOS Mata Atlantica.

As amostras de sangue venoso periférico foram coletadas utilizando-se seringas
para suc¢do de aproximadamente 200 pL. de sangue por individuo. Uma vez coletado o
sangue, este foi preservado em tubos Vacutainer contendo anticoagulante EDTA (3.6
mg), os quais foram posteriormente mantidos a -20° C. Quando néo foi possivel coletar
sangue, amostras de tufos de pelos, com 10 a 20 unidades foram coletadas manualmente

de cada individuo e, em seguida, armazenadas a temperatura ambiente em envelopes de
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plastico contendo silica. Na impossibilidade de captura do animal, amostras de fezes
foram coletadas e acondicionadas em alcool 70% a -20°C. Todas as fun¢des vitais dos

animais foram monitoradas durante a coleta de material bioldgico.

2.3 Extracédo de DNA e amplificacéo da regido D-loop

A extracdo de DNA das amostras de sangue e pelo foi feita usando o protocolo
fenol-cloroférmio proposto por Sambrook e colaboradores (1989). As amostras de fezes
foram extraidas utilizando o kit Fast DNA Stool Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo as instrucdes do fabricante. A integridade do DNA extraido foi checada em gel
de agarose 1% numa condicdo de corrida de 90 V por 30 minutos, e a quantificacdo foi
realizada em espectrofotdmetro (GE NanoVue Plus, GE Healthcare, Chicago, USA).

Para amplificacdo da regido D-loop do DNA mitocondrial, inicialmente foram
utilizados os primers LEONDLF1 (5’-AACTAATTCTACCATCAACACCCAAAGCT-
3’) e LEONDLR2 (5-TCATGTCCTGTAACCATTAACTTGATATCCACT-3’)
(PEREZ-SWEENEY, 2008). Posteriormente, novos primers foram desenhados
especificamente para amplificacdo de amostras de DNA degradadas, uma vez que 0s
primers previamente caracterizados para o grupo nao apresentaram amplificacdo bem-
sucedida em amostras de menor qualidade. Para o desenho do novo par de primers
LCrysop F (forward) (5’-CCATCAACACCCAAAGCTGA-3") e LCrysop R (reverse)
(5’-CGGAGGTTGGTAGATTAAGAGACC-3), identificamos previamente a regido
com sitios polimorficos informativos e analisamos 0 genoma mitocondrial completo
caracterizado para a especie (FREITAS et al., 2018) no software Geneious v. 6.1.8
(KEARSE et al., 2012) para obtermos fragmentos com apenas cerca de 400 pb.

A reacdo de amplificagdo da regido D-loop ocorreu sob as seguintes condicdes:

MgCl; 2,5 mM, Tris-HCI 10 mM, BSA 0,4 mM, dNTPs 0,2 mM, Taqg 1,0 U, primers 10
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pmol e DNA 50 ng em um volume final de 12,5 puL. As rea¢des em cadeia da polimerase
(PCRs) foram realizadas em um termociclador Veriti (Thermal Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) programado com um ciclo inicial de desnaturacéo a 95 °
C por 6 min, seguido de 35 ciclosa94°Calmin, 60°Ca45se 72 ° C a45s (PEREZ-
SWEENEY et al., 2008).

Todos os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose a 1%, corados
com GelRed (Uniscience, Osasco, BR) e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta. As amostras que apresentaram padrdo de amplificacdo satisfatorio foram
purificadas usando o protocolo proposto por Kusukawa et al. (1990) e sequenciadas em

sequenciador ABI 3730XL (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.4 Analises dos dados D-loop

As sequéncias oriundas do sequenciamento foram alinhadas por meio da
ferramenta CLUSTALW (THOMPSON, HIGGINS & GIBSON, 1994) e editadas
usando-se a plataforma Geneious v. 6.1.8 (KEARSE et al., 2012). Apos edicdo e
alinhamento das sequéncias, foram obtidos os indices de diversidade haplotipica (Hd)
(NEI, 1987), diversidade nucleotidica (Pi) (NEI & TAJIMA, 1981), nUmero médio de
diferencas nucleotidicas por sitio entre duas sequéncias (K); nimero de haplétipos (h) e
0 numero de sitios polimorficos (S) para cada populacao de cativeiro e de vida-livre. Esses
indices foram estimados no programa DNA Sequence Polymorphism, DNAsp v. 6.10.04
(ROZAS et al., 2017). A estrutura matrilinear dos grupos foi avaliada por meio da
construcdo de rede de haplétipos no programa PopArt (LEIGH & BRYANT, 2015), com
base no método de Median-Joining (BANDELT et al., 1999).

Os niveis de diferenciagdo entre os grupos foram calculados através da Anélise de

Variéncia Molecular (AMOVA) a partir da estimativa dos indices de fixacdo Fst, Fct e
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Fsc que avaliam a proporcao de variagdo entre os grupos, entre as populagdes dentro dos
grupos e entre populacdes, respectivamente (EXCOFFIER, SMOUSE & QUATTRO,
1992; EXCOFFIER, LAVAL & SCHNEIDER, 2005). Também calculamos os valores de
Fst par a par para entre 0os grupos amostrados. Ambas as andlises foram realizadas no
software Arlequin (EXCOFFIER & LISCHER, 2010) considerando a significancia de p
< 0,05, testada através de 10.000 permutacdes. Realizamos também uma anélise de
inferéncia bayesiana para delimitacdo de grupos no software BAPS (CORANDER et al.,
2008). A opcdo utilizada foi a Clustering of Groups of Individuals, na qual sdo fornecidos
os dados de origem das amostras de cada populacdo como informacdo a priori. Foram
testados os valores de K = 1-10, replicados dez vezes. O melhor valor de K foi escolhido
a partir do maior valor de log likelihood - log(ml) e maior valor de probabilidade

posterior.

2.5 Analise de pedigree (Studbook)

Para estabelecer as relacdes genealdgicas dos MLPs mantidos em cativeiro, dados
do Studbook das espécies (WORMELL & MARQUES, 2020) foram avaliados,
utilizando-se o programa Pedigree Viewer versdo 6.5 (KINGHORN; KINGHORN,

1994). O valor de parentesco entre os casais reprodutores ex situ foi calculado com o

programa PMx 1.6.2 (LACY; BALLOU; POLLAK, 2012), medido de 0 a 1, sendo 0
auséncia de relacionamento; 0,5 = relacionamento de irmdos completos; e 0,25 =
relacionamento de meio irmdos (LACY, 1989). Portanto, valores mais proximos de 1
indicam que os individuos sdo mais relacionados entre si. Com base nos dados disponiveis
no Studbook, consideramos também informagdes relativas ao total de individuos gerados

por casal reprodutor e a viabilidade das progénies em termos de taxa de sobrevivéncia.
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3. RESULTADOS

3.1 Estrutura matrilinear

A amplificacdo da regido D-loop com os pares de primers LEONDLF1-
LEONDLR?2 e LCrysopF-LCrysopR gerou fragmentos com tamanhos de 800 e 400 pares
de base, respectivamente, sobrepostos entre si. Somente a regido de sobreposi¢do
contendo os sitios polimdrficos foi considerada para as andlises posteriores. Ao todo,
foram obtidas 114 sequéncias para 71 individuos de cativeiro e 43 de vida-livre. A analise
dos dados evidenciou um total de sete haplétipos, sendo os haplétipos um (H1), dois (H2)
e trés (H3) compartilhados entre individuos de vida-livre e de cativeiro; o hapl6tipo quatro
(H4) existente apenas em individuos de cativeiro; e os hapldtipos cinco (H5), seis (H6) e

sete (H7) existentes somente em individuos de vida-livre (Figura 2).

H7

10 amostras

1 aniSstra

@ Cativeiro
@ Vida Livre

Figura 2. Rede de haplétipos apresentando os haplétipos encontrados nos individuos de vida-

livre (verde) e de cativeiro (alaranjado).

As redes de haplétipos considerando somente as populagdes de vida-livre (Figura
3) evidenciaram a existéncia de haplétipos exclusivos em todas as areas estudadas
apresentam, exceto em Guarei (G). As populagdes PEMD e FNCB evidenciaram
compartilhamento do hapl6tipo H2, enquanto que H3 foi compartilhado entre FNCB,
FSM e G. A populagdo FNCB (11 individuos) apresentou os haplotipos H2, H3 e H7,

sendo que o grupo 1, composto por cinco individuos, apresentou os trés haplotipos e o
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grupo 2, composto por seis individuos, evidenciou apenas o haplotipo H3 (Figura 4). Por

fim, nos 3 grupos de Guarei (nove individuos) foi detectado apenas o haplotipo H3, sendo

que 0s grupos 2 e 3 sdo compostos por somente um individuo cada (Figura 5).

H3

10 amaostras

1 amcstra

@ FNCB
® M
O PEMD

Figura 3. Rede de haplétipos das populacdes de vida-livre. FNCB: Floresta Nacional de Capéo
Bonito (verde); FSM: Fazenda Santa Maria (azul); PEMD: Parque Estadual do Morro do Diabo

(amarelo); G: Guarei (marrom); PB: Ponte Branca (vermelho).

H3

H7

10 amostras

1 aniGatra

@ Grupo 1
O Grupo 2

Figura 4. Rede de haplotipos dos grupos 1 (lil&s) e 2 (amarelo) da popula¢do amostrada da FNCB:

Floresta Nacional de Capédo Bonito.

10 amostras

H3 -

Q @ Grupo 1

OGmpoZ
@ Grupo 3

Figura 5. Rede de haplétipos dos grupos 1 (lilas), 2 (amarelo) e 3 (verde) da populacdo amostrada

de G: Guarei.
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Na FSM (nove individuos) foram identificados os haplétipos H3 e H5, sendo
evidenciados ambos os haplétipos no grupo 2, composto por apenas dois individuos, e
somente o haplotipo H5 no grupo 1, composto por sete individuos (Figura 6). Ja a
populacdo do PEMD, composta por um unico grupo familiar com 11 individuos,
evidenciou os haplétipos H1 e H2 (Figura 7); e a populacdo de PB, composta por um
unico grupo familiar com trés individuos, evidenciou apenas o haplétipo H6, sendo este
um haplotipo exclusivo a esta populacao (Figura 8).

H5

10 amostras

1 anicstra

@ Grupo 1
(O Grupo 2

Figura 6. Rede de haplétipos dos grupos 1 (lilas) e 2 (amarelo) da populagdo amostrada da FSM:

Fazenda Santa Maria.

H2

H1

1(r amostras

1 anicstra

.Gmpol

Figura 7. Rede de haplotipos do grupo 1 (lil&s) da populagdo amostrada do PEMD: Parque
Estadual do Morro do Diabo.

10 amaostras
H6 @
. 1 amiostra
@ Grupo 1

Figura 8. Rede de haplétipo do grupo 1 (lilas) da populagdo amostrada de PB: Ponte Branca.
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Dentre os individuos dos grupos ex situ, foram encontrados os haplotipos H1, H2,
H3 e H4 em 46 animais que constituem a populacédo cativa atualmente vivente (PCV), e
verificados apenas os haplotipos H1 e H2 em 25 animais que ja vieram a Obito,

representando aqui a populacgéo cativa ndo vivente (PCNV) (Figura 9).

10 amostras

1 amicstra

@rCcv
OPCNV

Figura 9. Rede de haplétipos das amostras obtidas de cativeiro. PCV: Populacéo Cativa Vivente

(azul) e PCNV: Populagédo Cativa N&o-Vivente (amarelo).

Quando avaliamos os haplétipos entre os diferentes grupos ex situ verificamos que
H1 e H4 estdo presentes somente nos individuos da FPZSP, sendo H4 um haplétipo
exclusivo do individuo BSP_509, um macho procedente de vida-livre, sem o local exato
de sua procedéncia registrado no Studbook da espécie (WORMELL & MARQUES,
2020). J4 o haplotipo H2 é compartilhado entre individuos das trés instituicdes; e o
haplétipo H3 foi encontrado somente em individuos da FPZSP e de DWCT (Figura 10).
Estes resultados demonstram que todos os hapldtipos existentes atualmente em cativeiro,
baseado na ampla amostragem realizada neste estudo para 0s grupos ex situ, estdo
presentes na FPZSP. Por outro lado, os hapldtipos H5, H6 e H7 sdo exclusivos das

populacdes de vida-livre.
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H1
H2

170 amostras

1 aniSstra
& PCV-FPZSP
@ PCV-CPRJ
@ PCV-DWCT

Figura 10. Rede de hapl6tipos das populacdes viventes amostradas em cativeiro. PCV-FPZSP:
Populacdo Cativa Vivente-Fundacdo Parque Zooldgico de Séo Paulo (vermelho); PCV-CPRJ:
Populacdo Cativa Vivente-Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (verde); PCV-DWCT:

Populacao Cativa Vivente-Durrell Wildlife Conservation Trust (roxo).

Através do estabelecimento do valor de parentesco (VP), estimamos o grau de
relacionamento entre os principais casais reprodutores em cativeiro, sendo observados
menores valores de parentesco na FPZSP quando comparados aos observados no CPRJ e
em DWCT. Adicionalmente, ndo foi observado nenhum compartilhnamento de haplétipo
dentro de cada casal reprodutor da FPZSP (Figura 11). Por outro lado, foi observado
somente o haplétipo H2 entre os principais reprodutores do CPRJ (Figura 12) e DWCT
(Figura 13), sendo evidenciado maiores valores de VP quando comparados aos da FPZSP.
Os dados de Studbook revelaram ainda que dois reprodutores da FPZSP (BSP_464 e
BSP_430) consistem em animais de vida-livre (ambos procedentes do PEMD) nao
relacionados aos seus respectivos pares, sendo que nestes casais ndo foi observado

compartilhamento de haplétipos entre machos e fémeas (Figura 11).
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BSP_421 BSP 432

% % V.P=0

V.P=0,05
g (VL) d
BSP 263 BSP_464
- H1@
H2®
BSP 430
(VL) Q_ H3
VP=0
BSP 412

Figura 11. Principais casais reprodutores da FPZSP (Fundagdo Parque Zool6gico de Sdo Paulo)
(BSP). Os haplotipos estéo representados pelas cores verde (haplétipo H1), vermelho (hapl6tipo
H2) e amarelo (haplétipo H3); (VL) Vida-Livre (individuo silvestre); (VP) Valor de Parentesco.

Q m Jd
BDwW 306 @ BDW 409
VP =018

Figura 12. Principal casal reprodutor de DWCT (Durrell Wildlife Conservation Trust) (DWCT).

O haplotipo esta representado pela cor vermelha (hapl6tipo H2); (VP) Valor de Parentesco.

@ m J O m O
Bry 408 @ BRI 312 BRI 481 @ BRI 425
VP =021 V.P=0,39

Figura 13. Principais casais reprodutores do CPRJ (Centro de Primatologia do Rio de Janeiro)

(BRJ). Os haplétipos estdo representados pela cor vermelha (haplétipo H2); (VP) Valor de

Parentesco.

19



Segundo a versdo mais atualizada do Studbook da espécie (WORMELL &
MARQUES, 2020), os dados para as progénies produzidas revelaram que na FPZSP: o
casal BSP_421 e BSP_263 produziu apenas trés individuos no periodo de 2007 a 2008,
sendo que todos permaneceram vivos até o ano de 2020; o casal BSP_432 e BSP_464
produziu 18 individuos no periodo de 2011 a 2018, sendo que nove deles permaneceram
vivos até 2020; e o casal BSP_430 e BSP_412 produziu 17 individuos no periodo de 2010
a 2015, sendo que 11 deles permaneceram vivos até 2020 e seis vieram a ébito antes
disso. Em DWCT, o casal BDW_306 e BDW _409 produziu apenas dois individuos no
periodo de 2010 a 2011, mas ambos vieram a 6bito antes de 2020, sendo que um deles
nasceu e faleceu no mesmo dia. Por fim, o casal BRJ_408 e BRJ_312 do CPRJ produziu
19 individuos no periodo de 2005 a 2016, sendo que quatro deles permaneceram vivos
até 2020 e 15 vieram a 6bito com menos de um ano de vida; ja o casal BRJ 481 e
BRJ_425, com relacdo de irmaos completos, produziu quatro individuos no ano de 2016,
e todos permaneceram vivos até o ano de 2020, entretanto, nenhuma outra prole foi gerada

posteriormente por este casal.

3.2 Diversidade genética

O valor médio de diversidade haplotipica (Hd) foi maior em vida-livre (0,752) que
em cativeiro (0,589). Entre as populacbes de vida-livre, a Hd foi maior na populacdo
FNCB (0,582) que em PEMD (0,327) e FSM (0,222). Por outro lado, as populacdes de
PB e G apresentaram auséncia de diversidade haplotipica (Hd=0) (Tabela 2). Entre as
populagdes de cativeiro, a Hd foi maior na FPZSP (0,675), em comparagdo com DWCT
(0,353) e com o CPRJ (0,00), o qual apresentou apenas o haplétipo H2, evidenciando,

portanto, auséncia de diversidade de haplotipos.
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Tabela 2. indices de diversidade genética para populagdes ex situ (FPZSP, CPRJ, DWCT) e in
situ (G, FNCB, PEMD, FSM, PB) do mico-ledo-preto. FPZSP: Fundacdo Parque Zooldgico de
Sdo Paulo; CPRJ: Centro de Primatologia do Rio de Janeiro; DWCT: Durrell Wildlife
Conservation Trust; G: Guarei; FNCB: Floresta Nacional de Capdo Bonito; PEMD: Parque
Estadual do Morro do Diabo; FSM: Fazenda Santa Maria; PB: Ponte Branca. (N) NUmero de
sequéncias analisadas, (S) numero de sitios polimdrficos, (h) nimero de haplétipos, (Hd)

diversidade haplotipica, (Pi) diversidade nucleotidica.

LOCAL N S h Hd Pi
Vida-Livre
FSM 9 9 2 0,222 0,00631
PEMD 11 1 2 0,327 0,00103
PB 3 0 1 0,000 0,00000
G 9 0 1 0,000 0,00000
FNCB 11 17 3 0,582 0,01985
43 19 6 0,752* 0,01944
Cativeiro

FPZSP 32 13 4 0,675 0,01510
DWCT 20 9 2 0,353 0,00709
CPRJ 19 0 1 0,000 0,00000
71 13 4 0,589* 0,01062

3.3 Diferenciacao genética entre populacGes

A Anélise de Clusterizagdo Bayesiana (BAPS) indicou, com valor de
probabilidade posterior de 0,78, a existéncia de quatro grupos genéticos dentro da
amostragem avaliada. Esses grupos genéticos sdo indicados pelas cores amarela (G e
FNCB), vermelha (PEMD, DWCT e CPRJ), azul (FSM e PB) e verde (FPZSP) na Figura
14. A anélise de variancia molecular (AMOVA) permitiu inferir a relacdo de
diferenciagdo na amostragem de vida-livre e de cativeiro, considerando as cinco
populagdes silvestres (FNCB, FSM, G, PB e PEMD) e as trés populacdes de cativeiro
(FPZSP, CPRJ e DWCT) (Figura 15). Uma maior percentagem de variacéo (47,06) foi
encontrada entre as populac6es dentro de cada amostragem (vida-livre e cativeiro), sendo
que os indices de fixacdo evidenciaram o0s respectivos valores: Fsc= 0.50191,

Fst=0.53300 e Fct=0.06242 (Tabela 3).
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G FNCE PEMD FSM PB DWCT CPRJ FPZSP

Figura 14. Analise de clusterizagéo por Inferéncia Bayesiana realizada no BAPS para populagtes
ex situ (FPZSP, CPRJ, DWCT) e insitu (G, FNCB, PEMD, FSM, PB) do mico ledo preto. FPZSP:
Fundacdo Parque Zoold6gico de Sdo Paulo; CPRJ: Centro de Primatologia do Rio de Janeiro;
DWCT: Durrell Wildlife Conservation Trust; G: Guarei; FNCB: Floresta Nacional de Capao
Bonito; PEMD: Parque Estadual do Morro do Diabo; FSM: Fazenda Santa Maria; PB: Ponte
Branca.

Vida Livre Cativeiro

Figura 15. Representagdo da amostragem para individuos de popula¢des de vida-livre de
cativeiro, e suas respectivas origens. FNCB: Floresta Nacional de Capdo Bonito, PEMD: Parque
Estadual Morro do Diabo, PB: Ponte Branca, G: Guarei, FSM: Fazenda Santa Maria, FPZSP:
Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo, DWCT: Durrell Wildlife Conservation Trust, CPRJ:
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro.
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Tabela 3. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para as amostras de Leontopithecus

chrysopygus estudadas utilizando-se o marcador mitocondrial D-loop, evidenciando os valores de

percentagem da variagdo dentro e entre as populacdes.

Fonte de variacéo

Entre Vida-Livre e
Cativeiro
Entre populagdes dentro
de Vida-Livre e Cativeiro
Dentro das populages
TOTAL

indices de Fixacao

Graus de

liberdade

106

113

Fsc

0.50191

Soma dos

quadrados

30.602

110.673

136.628
277.904
Fst

0.53300

Componentes de

variancia

0.17227 Va

1.29884 Vb

1.28895 Vc

276.006

Fct

0.06242

Percentagem de

variacdo

6.24

47.06

46.70

Os maiores valores de Fst, demonstrados na matriz com a cor azul escuro e

marcados com asterisco (*) foram encontrados para os seguintes pares de populagdes de

vida-livre: PEMD e G; PB e G; PB e PEMD. O CPRJ tambhém evidenciou altos indices

de diferenciacdo com as populacbes de G, FSM e PB. Os valores de Fst ndo foram

significativos entre os pares de populaces sem o0 asterisco (*) e que estdo representadas

com tons mais claros de azul: FNCB e G; PB e FSM (in situ) e CPRJ e DWCT; FPZSP e

DWCT (ex situ). DWCT e CPRJ ndo apresentaram diferenciagdo com a populacdo do

PEMD (Figura 16).
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Matriz de Fst par a par

FNCE -
0.8

PEMD

0.6
FSM

Fsr

PB
04

DWCT

CPRJ

FPZSP e L o0

G FNCB PEMD FSM PB DWCT (PRI FPZSP
(*): significativo (p <=0,05)

Figura 16. Matriz de Fst par a par para populagdes ex situ (FPZSP, CPRJ, DWCT) e in situ (G,
FNCB, PEMD, FSM, PB) do mico ledo preto. FPZSP: Fundagéo Parque Zoologico de S&o Paulo;
CPRJ: Centro de Primatologia do Rio de Janeiro; DWCT: Durrell Wildlife Conservation Trust;
G: Guarei; FNCB: Floresta Nacional de Capédo Bonito; PEMD: Parque Estadual do Morro do
Diabo; FSM: Fazenda Santa Maria; PB: Ponte Branca. Valores de Fst mais préximos de 1.0 e
com azul mais escuro indicam maior a diferenca entre as populagfes. Valores de Fst mais

préximos de 0,0 e com azul mais claro indicam menor diferenca entre as populagdes.

4. DISCUSSAO

A partir da avaliacdo da regido controle (D-loop) do genoma mitocondrial e da
andlise de dados do Studbook do MLP, este estudo contribui para o entendimento da
estrutura genética matrilinear de grupos ex situ e sugere que individuos com hapl6tipos
diferentes e menor grau de relacionamento tendem a se reproduzir com maior frequéncia
em cativeiro, resultando em proles viaveis.

As analises de pedigree evidenciaram a existéncia de seis casais reprodutores em
cativeiro, sendo observados trés deles na FPZSP; dois no CPRJ; e um no DWCT. Os
valores de parentesco estabelecidos revelaram que, dos trés grupos familiares da FPZSP,

dois sdo provenientes de casais reprodutores formados por um descendente de cativeiro e
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um individuo proveniente da natureza (VP = 0), evidenciando auséncia de relacionamento
entre estes. O terceiro casal também evidenciou baixo valor de parentesco (VP = 0,05),
apesar de ambos os individuos terem nascido em cativeiro. No CPRJ, no entanto, foram
observados valores de parentesco mais altos para os individuos de ambos os casais
reprodutores, sendo observada uma relacdo de irmédos completos para o casal BRJ 481 e
BRJ_425 (VP = 0,39). JA em DWCT, embora ambos o0s individuos tenham nascido em
cativeiro, foi observado um valor de parentesco intermediario (VP = 0,18), quando
comparado com os valores de parentesco dos casais reprodutores das demais instituicoes.
E importante ressaltar que tanto no CPRJ quanto em DWCT, todos os reprodutores
apresentam o mesmo hapl6étipo H2, evidenciando auséncia de diversidade para o
marcador mitocondrial aqui analisado. Esses dados mostram que na FPZSP, animais com
haplotipos diferenciados e baixo grau de parentesco geraram um maior numero total de
descendentes (NDT = 38) que apresentaram um valor médio para a taxa de sobrevivéncia
(TSM) maior (60%) quando comparado com 0 CPRJ (NDT =23 e TXM = 35%) e DWCT
(NDT =2 e TXM = 0%), sugerindo uma maior eficiéncia de reproducao entre individuos
com hapl6tipos distintos e baixos valores de parentesco.

Embora a abordagem empregada aqui ndo esteja avaliando a diversidade do
genoma nuclear, o alto grau de parentesco em alguns casais, além da auséncia de
diversidade de haplétipos, indica a formacéo de grupos familiares baseada no cruzamento
entre individuos geneticamente muito relacionados, fato este que pode conduzir a perda
de variantes alélicas e a exposi¢éo de alelos recessivos prejudiciais em loci relacionados
a caracteristicas de performance relevantes & adaptacéo e viabilidade, como por exemplo
as relacionadas a reproducédo (LACY, 1989; AYALA-BURBANO et al., 2017).

Em relacdo a variacdo haplotipica nos grupos ex situ e in situ, o valor médio de

diversidade foi maior em vida livre (Hd=0,752) do que em cativeiro (Hd=0,589), apesar
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das populacdes PB e G terem apresentado pouca ou nenhuma variacdo. Alem disso, a
analise comparativa entre 0s grupos ex situ e in situ demonstrou uma maior contribuicéo
genética matrilinear de MLPs oriundos da regido do PEMD nas populacfes do CPRJ e de
DWCT. Por outro lado, a FPZSP se mostrou diferenciada da do PEMD e das demais
populacdes ex situ e in situ, evidenciando uma maior diversidade de haplotipos e a
presenca de um haplotipo exclusivo (H4), ainda ndo verificado em populactes de vida
livre. Por outro lado, a auséncia nos grupos ex situ de trés haplotipos (H5, H6 e H7),
evidenciados apenas nas populacdes de vida-livre, indica a necessidade de introducéo de
novos animais silvestres em cativeiro, objetivando garantir uma maior representatividade
da diversidade genética matrilinear encontrada na natureza também em cativeiro, com
vistas a acOes futuras de manejo voltadas a reintroducéo futura de animais de cativeiro
em vida-livre.

A existéncia de haplotipos exclusivos na FPZSP (H1 e H4), em comparacao com
DWCT e com o CPRJ, e auséncia de diversidade haplotipica nesta Gltima, evidencia
também a urgente necessidade de um manejo metapopulacional ex situ mais eficiente,
que vise manter niveis de diversidade genética historica adequados nas populacdes de
MLPs mantidas nas trés principais instituicdes que manejam a espécie em cativeiro. Por
outro lado, a presenca de um hapl6tipo exclusivo na populacdo PB, no qual foram
avaliados apenas trés individuos, revela a relevancia deste fragmento em termos de
retencdo de diversidade genética matrilinear histérica da espécie, especialmente quando
se considera sua baixa densidade populacional, estimada em 0,035 (FORERO-
SANCHEZ, 2020).

Populagdes ex situ desempenham um papel importante na conservagao de espécies
ameacadas de extin¢do, e em alguns casos representam pools genéticos Unicos, capazes

de restabelecer ou reforgar as populagdes de vida-livre (BRITT et al., 2004; AYALA-
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BURBANO et al., 2020). Sabe-se, no entanto, que em cativeiro hd uma tendéncia
constante ao aumento da endogamia, devido ao baixo nimero de reprodutores e a limitada
introducao de animais da natureza para renovar os grupos cativos (AYALA-BURBANO
et al., 2017). Portanto, 0 monitoramento constante da variabilidade genética e 0 manejo
metapopulacional adequado é essencial para minimizar o risco de extingdo em populacées
ex situ, que em geral apresentam tamanhos reduzidos (LACY, 1989; FRANKHAM, 2002;
AYALA-BURBANO et al., 2017). Por outro lado, popula¢des de vida-livre também
podem apresentar tamanhos populacionais reduzidos resultantes das acdes antrdpicas,
principalmente da fragmentacdo e perda de habitat, como é o caso do MLP (PB=46,
FSM=18, FNCB=74, G=15) (FORERO-SANCHEZ, 2020); e a despeito de existirem
populacdes com maiores densidades populacionais estimadas (PEMD=1142), nem
sempre o0s valores de diversidade genética sdo mais altos, devido a ocorréncia de fatores
estocasticos como os eventos de gargalos genéticos e efeito fundador, que antecedem uma
eventual expansdo populacional (LANDE, 1988; FRANKHAM, 2002; 2008; 2010).

No presente trabalho, verificamos valores de diversidade haplotipica comparaveis
entre populacdes vida-livre com tamanhos amostrais diferentes (ver Tabela 2). Além
disso, observamos também o compartilhamento de haplotipos entre fragmentos de areas
ndo conectadas e distantes (por exemplo: PEMD e FNCB), e a auséncia destes em
fragmentos mais proximos (por exemplo: PEMD e PB). Estes dados revelam a existéncia
de haplétipos ancestrais e sugerem uma conectividade historica entre estas areas, com
provavel fluxo génico anterior & fragmentacdo. A analise de estruturagdo populacional
reforga este cenério e também o efeito de deriva e posterior diminui¢do e/ou interrupgdo
de fluxo génico como os provaveis fatores responsaveis pela diferenciacdo genética
observada entre algumas populacdes (ver Figuras 14 e 16). Tais eventos,

reconhecidamente, promovem a perda de diversidade genética e aumentam o risco de
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extingcdo em populaces com tamanhos reduzidos (LANDE, 1988; FRANKHAM, 2008;
2010).

Em nosso estudo, a analise Bayesiana indicou a existéncia de trés grupos genéticos
principais para as cinco populagdes de vida-livre avaliadas, sendo um deles formado pelas
populacdes G e FNCB, outro pelas populacdes FSM e PB, e um terceiro pela populacao
PEMD, a qual ndo se apresentou geneticamente diferenciada dos grupos do CPRJ e de
DWCT. Estes dados reforcam a origem dos grupos ex situ mantidos nessas instituicdes,
baseada essencialmente em fundadores provindos do PEMD (WORMELL & MARQUES
2020). Por outro lado, a FPZSP se mostrou marcadamente diferenciada de todas as demais
populacdes ex situ e in situ, podendo este ser resultado de algumas poucas novas
introducdes de individuos silvestres, ocorridas mais recentemente na instituicao
(MARQUES MC, comunicacdo pessoal).

Segundo a AMOVA e a matriz de Fst par a par, a maior percentagem de variacédo
foi observada dentro das populacdes de vida-livre e de cativeiro, do que entre as
populacdes de vida-livre e de cativeiro. De fato, ja é sabido que popula¢bes isoladas
tendem a se divergir geneticamente ao longo das gerages, independentemente de contato
anterior ou de sua origem comum (LA HAYE, NEUMANN & KOELEWWIN, 2012;
AYALA-BURBANO et al., 2017). Especificamente, a marcada estruturacao observada
em populacGes de vida-livre de areas desconectadas, com indicacdo de haplétipos
ancestrais, que sugerem uma conectividade passada, indica a necessidade de proposi¢do
de acbes que visem ampliar a conectividade nesses fragmentos. Por outro lado, o fato de
algumas populagdes ex situ se agruparem unicamente a uma populacdo de vida-livre,
reforca a preméncia para o estabelecimento de planos de manejo que ampliem a base

genética da diversidade matrilinear da metapopulacdo de cativeiro.
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Segundo Ayala-Burbano e colaboradores (2017), analises de marcadores
moleculares de microssatélites realizadas em grupos ex situ, antes da translocacdo mais
recente, de cinco individuos das instituices brasileiras para DWCT, ocorrida em 2017,
evidenciaram dois grupos genéticos distintos para a metapopulacao ex situ de MLP: um
deles formado pelo CPRJ e a FPZSP e outro por DWCT. Néo foram também observadas
diferencas nos valores de diversidade genética de locos nucleares neutros tanto em vida-
livre quanto de cativeiro, 0s quais se mostraram estruturados. No entanto, 0S Nnossos
dados, baseados em analises mitocondriais, revelaram uma diversidade e estrutura
genética diferenciada para alguns grupos ex situ, apontando a FPZSP como a instituicdo
que retém a maior diversidade haplotipica em cativeiro, e indicando a urgente necessidade
de introducdo de novo pool génico em cativeiro, especialmente no CPRJ, seja pela
translocacdo de animais ex situ ou pela introducéo de animais de vida-livre.

A primeira estratégia a ser adotada por programas de conservagdo que pretendem
recuperar populacdes na natureza € o manejo de uma populacdo in situ. Entretanto,
situacBes em que as populacdes silvestres sofrem ameacas em seus locais de origem tém
sido frequentes devido as interven¢bes humanas, que comprometem cada vez mais a
sobrevivéncia das espécies em seu habitat natural, resultando em inimeras extin¢des
locais (FRANCISCO & SILVEIRA, 2013). Neste sentido, manter espécies em condi¢oes
ex situ pode se constituir em um recurso alternativo para complementar estratégias de
conservacao in situ, e possibilitar a manutencao de popula¢Ges com pools génicos unicos,
gue na natureza estariam sob constante risco (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Assim,
0s animais de cativeiro se tornam uma apolice de seguro, caso uma ou mais populacdes,
ou mesmo uma espécie, venha a ser dizimada da natureza (SEAL, BALLOU &

VALLADARES-PADUA, 1991).
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As populacdes ex situ podem ser utilizadas para repovoamento de areas com
ocorréncia histdrica da espécie ou que tiveram os tamanhos populacionais drasticamente
reduzidos, como é o caso do MLP. Para tal é necessario, no entanto, que haja um
planejamento adequado para que a populacdo em cativeiro seja manejada de modo a reter
variabilidade genética representativa das populacGes de vida-livre, objetivando garantir
potencial de adaptacdo e viabilidade da espécie ap0s a reintroducdo. Programas de
preparacdo em cativeiro para habilidades especificas que serdo relevantes na natureza,
além de acompanhamento e monitoramento dos animais manejados ap6s soltura, sdo
também essenciais para assegurar o sucesso de reintroducdes (KLEIMAN, 1989;
SEDDON, ARMSTRONG & MALONEY, 2007). Neste sentido, a expansdo da
populacdo ex situ e a revitalizacdo dos plantéis reprodutores sdo essenciais para que 0s
grupos de cativeiro se constituam em um reservatério genético (MANSOUR &
BALLOU, 1994). No entanto, a introducdo de novos individuos da natureza tem se
mostrado uma estratégia pouco praticada, fato este que tem dificultado a implantacéo de
planos de manejo integrado (SEAL, BALLOU & VALLADARES-PADUA, 1990;
AYALA-BURBANO et al., 2020).

Para o MLP, de forma geral, 0 manejo da espécie foi bem-sucedido por um tempo
devido ao bom andamento dos comités que realizavam a articulacdo entre as instituicdes
envolvidas (zooldgicos, 6rgdos publicos e organizacdes ndo governamentais). Entretanto,
com o passar dos anos surgiram algumas dificuldades devido a falta de individuos
necessarios para introduzir, além do fato dos grupos de cativeiro apresentarem uma série
de problemas relacionados a reproducéo, devido ao baixo nimero de casais reprodutores
em condigdes ex situ e a idade avangada dos mesmos, além das altas taxas de mortalidade

dos filhotes (VALLADARES-PADUA et al., 2009).

30



Felizmente, o avanco recente dos estudos genéticos, tanto nos grupos mantidos
em cativeiro quanto nas populacdes de vida-livre estd permitindo a caracterizacdo da
estrutura e diversidade genética na espécie, atraves de analises de locos neutros de
microssatélites (AYALA-BURBANO et al., 2017; 2020) e agora neste trabalho, através
de analises mitocondriais da regido Dloop, a qual revela uma diversidade mais historica
(LIEDIGK et al., 2014) para as populacdes contemporaneas do MLP aqui analisadas.
Acreditamos que a combinacdo de ambos os dados do genoma nuclear e mitocondrial
sera relevante para auxiliar tomadas de decisdo para efetivacdo de um futuro manejo
metapopulacional integrado para conservacao desta espécie, que contemple medidas de

translocacéo e reintroducdo baseadas também em genética.

5. CONCLUSOES

5.1. Foi observada uma menor diversidade de haplotipos em grupos de L. chrysopygus de
cativeiro, em relacdo aos de vida-livre. Sendo assim, a diversidade das populacdes de
vida-livre ndo esté sendo representada em cativeiro, como proposto pelo plano de manejo
da espécie que visa 0 estabelecimento de uma metapopulacéo.

5.2. A existéncia de haplétipos exclusivos na FPZSP, em comparacdo com DWCT e com
0 CPRJ, e a auséncia de diversidade nesta instituicdo, evidencia a urgente necessidade de
um manejo metapopulacional ex situ mais eficiente.

5.3. A maior representacao genética de individuos da regido do PEMD nos grupos ex situ
aponta para necessidade de incremento de novos animais de vida-livre em cativeiro, sendo
que a selecdo desses animais deve se basear em dados genéticos acessados também por
marcadores mitocondriais.

5.4. A existéncia de populac@es estruturadas em vida livre, com a presenca de haplotipos

ndo compartilhados em areas proximas, e o compartilhamento destes em areas distantes
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desconectadas, sugere um cenario de conectividade historica com provavel fluxo génico
e efeito de deriva, com posterior interrupcdo de fluxo génico, provavelmente, ocasionado

pela fragmentacéo.
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