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RESUMO

Maximizar a conservacao da diversidade genética € um dos principais objetivos de
qgualquer programa de reproducdo em cativeiro. Por serem de pequeno tamanho,
grupos mantidos em cativeiro sdo particularmente suscetiveis a perda de diversidade
genética, depressdo endogamica e adaptacao ao cativeiro. Na tentativa de minimizar
tais impactos, a caracterizacdo genética de populacdes de vida livre e de cativeiro,
torna-se uma importante ferramenta para a conservacao destas espécies, uma vez
gue possibilita o desenvolvimento de estratégias de manejo que visem a manutencao
de niveis adequados de diversidade genética. Neste contexto o objetivo principal
deste trabalho foi avaliar através de 15 loci microssatélites, os niveis de variabilidade
genética e paternidade dos animais mantidos em cativeiro no Brasil, no Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro, Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo, Parque
Ecoldgico de Sao Carlos e 14 espécimenes que faziam parte do Durrell Conservation
Trust na Inglaterra. Os resultados referentes a riqueza alélica e heterozigosidade
esperada mostraram que ha uma representacao similar nos valores de alelos e
heterozigosidade quando comparado com outras espécies de Calitriquideos. A analise
de correspondéncia fatorial (FCA) mostrou que 0s grupos em cativeiro do Brasil
apresentaram maior homogeneidade, quando comparados a um grupo de vida livre
proveniente da regido de Capao Bonito (S&o Paulo) e aos 14 individuos que
representam ao grupo em cativeiro do zoolégico de Durrell. O alto grau de parentesco
entre 0s animais em cativeiro evidencia baixa diferenciacdo entre os grupos
pertencentes as diferentes instituices brasileiras estudadas. Os grupos de cativeiro
do Brasil, no entanto, mostraram-se divergentes dos animais de Cap&o Bonito. As
informacdes obtidas neste trabalho sédo fundamentais para aumentar o conhecimento
sob aspectos genéticos dos micos-leGes-pretos e subsidiar planos de reproducéo
assistida que visem minimizar a perda de diversidade genética e a endogamia.
Palavras-chave: Mico-ledo-preto, Studbook, microssatélites, diversidade genética,

paternidade, genética da conservacéo



ABSTRACT

The main goal of any captive breeding program consists is maximizing the
conservation of genetic diversity. Groups kept in captivity are particularly susceptible
to the loss of genetic diversity, inbreeding depression and adaptation to captivity, due
to their small size. The genetic characterization of wild and captive populations is an
important tool both to minimize these impacts and for the conservation of these
species, since it enables the development of management strategies aimed at
maintenance of genetic diversity. In this context, the main objective of the study was
to evaluate genetic variability and paternity for animals of black lion tamarin from
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro, Fundacao Parque Zooldgico de Sao Paulo,
Parque Ecologico de Sao Carlos and 14 specimen belonging to the Durrell
Conservation Trust in England using 15 microsatellite loci. The results of the allelic
richness and expected heterozygosity showed similar values of alleles numbers and
heterozygosity when compared with other species of Callitrichidae. Factorial
correspondence analysis (FCA) showed greater homogeneity among captive animals
than wild animals from Capao Bonito. The captive groups showed no differentiation
among them and high differentiation from the wild Cap&o Bonito population. The data
obtained herein are fundamental to increase the knowledge in genetic aspects of
tamarins and support breeding programs to prevent loss of genetic diversity and
inbreeding.

Keywords: Black lion tamarin, Studbook, microsatellites, genetic diversity, paternity

conservation genetic.
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1. INTRODUCAO

O mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus) considerado como
espécie-guarda chuva e espécie bandeira, é endémica da Mata Atlantica brasileira e
esta listada como ameacada pela lista vermelha da IUCN (Uni&o Internacional para a
Conservacao da Natureza). No passado sua &rea de distribuicdo original incluia as
partes baixas do interior da Mata Atlantica, localizadas entre os rios Tieté e
Paranapanema no estado de Sao Paulo (KLEIMAN D.; MALLISON., 1998). A
destruicdo acelerada do habitat fez com que esta espécie fosse considerada extinta
por mais de 65 anos, uma vez que nenhum exemplar de mico-ledo-preto era
encontrado em vida livre. ApOs a redescoberta do mico-ledo-preto no Parque
Estadual do Morro do Diabo no ano de 1970 (COIMBRA FILHO, 1970) um senso
estimou cerca de 200 animais de vida livre compondo uma Unica populacgéo.

Na década de 90 foi feita uma estimativa de 900 individuos de vida livre
distribuidos em sete populacdes, sendo cinco destas localizadas na regido do Pontal
do Paranapanema, a qual compreende o Parque Estadual do Morro do Diabo e quatro
fragmentos que na atualidade fazem parte do Parque Estadual Mico Le&o Preto.
Atualmente a distribuicdo da espécie limita-se a oito localidade com 18 populacdes a
maioria em fragmentos pequenos e isolados, algumas das quais habitam sete areas
protegidas: Parque Estadual do morro do Diabo, Estacédo Ecoldgica Mico-Leé&o-Preto,
Fazenda Mosquito, Estacdo Ecolégica Caetetus, Reserva Privada Olavo Egydio
Setubal, Estacdo Ecoldgica Angatuba e a Floresta Nacional de Capéo Bonito (HOLST
et al., 2006; REZENDE, 2014) (Figura 1). No ano 2002 foi registrada uma populacéo
de mico-ledo-preto na Fazenda Jodo XXIll, no municipio de Pilar do Sul, perto da Serra
de Paranapiacaba nos parques estaduais de Intervales e Carlos Botelho (MORAES
RODRIGUES; GAGETTI; PIRATELLI, 2014; ROHE, F., PINASSI, A., FARAH, 2003).
O mais recente registro da espécie foi em 2013 no Parque Estadual Carlos Botelho,
municipio de Sao Miguel Arcanjo no estado de Sdo Paulo (RODRIGUES; GARRIDO;
SANTOS, 2013).
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Figura 1- Mapa do Estado de S&o Paulo onde se mostra a area de distribuicdo atual do mico-ledo-

preto. Os numeros indicam os lugares onde atualmente se distribui a espécie.
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Além das populacdes de vida livre, 0o mico-ledo-preto é também
encontrado em cativeiro em diferentes instituicbes no Brasil e no exterior. O primeiro
grupo de L. chrysopygus em cativeiro foi formado pelo pesquisador Coimbra-Filho no
ano de 1972 quando o numero de animais em vida livre foi estimado em apenas cerca
de 200 individuos. O grupo foi estabelecido a partir de sete individuos provenientes
do Parque Estadual do Morro do Diabo sendo este considerado o primeiro grupo em
cativeiro desta espécie no Banco Bioldgico da Tijuca. No ano de 1984, um total de 26
individuos foram levados para o Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) e
em 1985 outros seis animais foram introduzidos no CPRJ. Em 1986, 31 individuos
foram capturados na area de inundacgéo da hidrelétrica de Rosana que incluia 3.000
ha do Parque Estadual do Morro do Diabo. Entretanto devido as péssimas condi¢des

da saude destes animais apenas catorze individuos (seis machos e oito fémeas)
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sobreviveram, os quais foram alocados na Fundacgéo Parque Zoolégico de Sao Paulo
(FPZSP, Sao Paulo, Brasil.)

Com a finalidade de contribuir com 0 manejo dos grupos em cativeiro,
no ano de 1987, foi criado um Comité Internacional para a Preservacao e Manejo do
mico ledo preto e foi a partir dessa iniciativa que se dé inicio ao primeiro registro
genealdgico da espécie (Studbook). As Unicas instituigées reproduzindo o mico-leéo-
preto naquela época eram a FPZSP e o CPRJ. Entretanto, seis animais foram
transferidos destas instituicdes para o Centro de Preservacdo da Vida Selvagem de
Jersey (Inglaterra) Jersey Wildlife Preservation Trust atualmente chamado Durrell

Wildlife Conservation Trust.

A reproducao dos animais mantidos no zooldgico de Durrell teve sucesso
e varios animais foram transferidos para outras instituicdes na Europa assim como
para alguns recintos na América do Norte e na Australia, sendo que nestes paises 0s
individuos ndo sobrevieram. Em 2014, o Studbook registrou um grupo cativo de 46
individuos em quatro instituicbes no Brasil e no zooldgico de Durrell (WORMELL,
2012).

A introducdo e manutencdo de animais de L. chrysopygus em cativeiro
faz parte de um conjunto de a¢des que visam manter as populacdes de vida livre desta
espécie viavel e autossustentavel. Para atingir esse objetivo, no entanto, é
fundamental que os grupos em cativeiro de mico-ledo-preto sejam devidamente
dirigidos para introducdo e manutencdo de novos animais na natureza. Entretanto,
apesar do numero de animais em cativeiro tenha “aumentado” desde o inicio do
programa, a sobrevivéncia e desenvolvimento de filhotes nascidos nos recintos tem
sido muito baixa.

O manejo dos animais em cativeiro do mico-ledo-preto, tem sido feita
através das informacBes de pedigree mantidas no Studbook da espécie. Atraves
destes dados os acasalamentos tém sido direcionados evitando-se 0 cruzamento
entre individuos relacionados, a fim de manter um alto nivel de diversidade genética
nos grupos em cativeiro. No entanto, as estimativas de diversidade baseadas no
pedigree estéo limitadas uma vez que nem sempre as informacdes sobre paternidade
estao disponiveis. Além disso, é necessario considerar o eventual gargalo genético
ocorrido na fundacéo de grupos de cativeiro e o grau de parentesco entre os individuos
gue formaram o grupo inicial (JONES; GLENN; LACY, 2002)
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Neste sentido, dada a existéncia de um possivel efeito de gargalo
genético na formagéo inicial dos primeiros grupos em cativeiro, é provavel que os
animais fundadores de mico-ledo-preto possam ser geneticamente relacionados entre
si. O gargalo genético pode ter um grande efeito sobre os niveis de diversidade
genética e de endogamia em grupos de cativeiro incluindo os de L. chrysopygus
(FORMAN et al., 1986; VALLADARES-PADUA1987; PEREZ SWEENEY et al., 2005;
CALDANO et al., 2014).

Em 2014, em um encontro nacional organizado pela Fundag&o Parque
Zoologico de Sao Paulo, foram discutidas questdes relevantes sobre o manejo do
mico-ledo-preto. Este encontro, nomeado- Mico em Prosa-, reuniu pesquisadores de
diferentes areas do conhecimento com o objetivo de avaliar as estratégias de
monitoramento e manejo da espécie L. chrysopygus, na natureza e no cativeiro.
Dentre as estratégias propostas durante o evento, foi sugerida a introducéo de novos
animais de vida livre no cativeiro, como alternativa para a renovacdo do pool génico
dos grupos cativos. Além disso, outra medida interessante apontada foi o intercambio
de animais entre as instituicbes do Brasil e do exterior que ainda mantém animais
vivos desta espécie, acdo que deixo de ser feita ha algumas geracdes. No entanto,
tais propostas, apesar de viaveis, apresentam alto grau de dificuldade, além de
elevados custos. (WITZENBERGER; HOCHKIRCH, 2013)

1.1 Espécie em estudo- Leontopithecus chrysopygus

Na Mata Atlantica brasileira habitam quatro espécies endémicas de
micos-ledes: o mico ledo-de-cara-dourada (Leontopithecus chrysomelas) distribuido
no extremo sul da Bahia e norte de Minas Gerais; 0o mico-ledo-dourado
(Leontopithecus rosalia), que se encontra apenas na regiao costeira do Rio de Janeiro;
0 mico-leoa-de-cara-preta (Leontopithecus caissara ) que habita o litoral norte do
estado do Parana e o litoral sul do estado Sdo Paulo; e 0 mico-ledo-preto
(Leontopihecus chrysopygus) que habita exclusivamente no oeste do estado de Sao
Paulo e (Guidorizzi, 2008) (Figura 2)
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Figura 2- Distribuic&o original e atual do género Leontopithecus.
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Fonte: Stephen D. Nash/ Conservation International.

O mico-ledo-preto (Figura 3) foi descrito pela primeira vez no ano de
1822 na regido de Sorocaba- SP. Este € um primata de pequeno porte de habito
diurno (RYLANDS, 1993), que pesa aproximadamente 600 gramas quando adulto
apresentando um comprimento total proximo a 32 cm (sem cauda) e cauda com cerca
de 35 cm (KLEIMAN D.; MALLISON., 1998; VALLADARES-PADUA, 1993). Esta
espécie ndo apresenta dimorfismo sexual e sua cor é predominantemente preta com
uma linha dourada ou avermelhada sobre a metade inferior (distal) do seu corpo.
Como caracteristica da espécie e do género, a face dos micos-lebes-pretos néo

apresenta pelagem densa, sendo, porém, rodeada por uma juba similar a dos ledes.
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Figura 3-Mico-ledo-preto.

Foto: Paola Andrea Ayala B.

Quanto a sua ecologia o mico-ledo-preto tem uma dieta influenciada pela
sazonalidade do seu ambiente, utilizando os recursos alimentares dependendo da sua
disponibilidade (PASSOS; ALHO, 2001). Eles possuem habito frugi-insetivoro (DIETZ;
PERES; PINDER, 1997), com uma dieta constituida por frutos pequenos, macios,
doces e com muita poupa. Frutos grandes podem ocasionalmente serem consumidos,
sendo dispersos pelo proprio mico-ledo-preto (PASSOS; ALHO, 2001). Assim mesmo
sdo consumidores de pequenos invertebrados e ocasionalmente néctar. E uma
espécie que se comporta como um eximio predador de invertebrados e pequenos
vertebrados, necessitando de diferentes micro-habitats para forrageio (COIMBRA
FILHO, 1981).

Os animais atingem a maturidade aos 18 meses e seu periodo de
gestacdo é de 125 dias (VALLADARES-PADUA, 1993).Quanto ao sistema de
acasalamento, os micos-lebes-pretos sdo considerados monogamicos (KLEIMAN D.;
MALLISON., 1998) e a reproducéo ocorre sazonalmente (BAKER; DIETZ; KLEIMAN,
1993) tendo sido observado grupos com muitas fémeas, uma € a reprodutora. Grupos
com dois ou mais machos também tém sido observados, porém, tudo indica que
apenas um macho seja o reprodutor (SADDY, 2003).

Em relacdo a dindmica de grupos, esta envolve imigracdes e

emigracdes. Aceitacdo de animais para grupos estabelecidos sao raras e geralmente
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guando ocorre sdo realizadas por machos. As fémeas ndo costumam realizar
imigragdo, uma vez que herdam os territorios das maes e subsequentemente a
posicdo de reprodutora dentro do grupo. A substituicdo do individuo dominante em
geral costuma ocorrer pela morte ou emigracdo destes animais (BAKER; BALES;
DIETZ, 2008).

1.1.2 Programa de reproducao dos micos-ledes em cativeiro

Programas de reproducao em cativeiro tém empenhado esfor¢cos para
salvar espécies consideradas extintas ou quase extintas na natureza (ex. Bisonte-
europeu, condor da Califérnia) e também espécies que ndo estdo sob ameaca, mas
gue séo utilizadas para fins educacionais, recreativos e investigativos (BALLOU, J.D.;
KLEIMAN, D.G.; MALLISON, J.J.C.; RYLANDS, A.B.; VALLADARES-PADUA, C.B;
LEUS, 2008). Tais programas fornecem uma quantidade relevante de informagdes
sobre a biologia e 0 comportamento de uma espécie, possibilitando sua manutencéo
em cativeiro e servindo como uma apolice de seguro, caso uma eventual extingao
ocorra na natureza.

Existem atualmente trés programas internacionais envolvendo micos-
lebes em cativeiro: o Programa do mico-ledo-dourado (L. rosalia), do mico-ledo-da-
cara-dourada (L. chrysomelas) e do mico-ledo-preto (L. chrysopygus). Embora os
micos-ledes possuam uma enorme similaridade taxonémica, biolégica e geografica,
cada um desses programas apresenta objetivos e contribui¢cdes diferentes devido a
particularidades dos grupos estabelecidos em cativeiro e das populacdes de vida livre.

Em relacdo ao manejo demografico e genético do mico-ledo-preto,
sabe-se que o primeiro grupo em cativeiro desta espécie foi fundado com um niimero
menor de individuos quando comparado ao das espécies L. rosalia e L. chrysomelas.
Além do mais, animais cativos de L. chrysopygus apresentam dificuldade em se
reproduzir, exibindo baixas taxas reprodutivas e sobrevivéncia dos filhotes.

Em 1991 foi proposto o primeiro plano para o manejo do grupo cativo
de mico-ledo-preto, que incluia recomendacdes para reproducdes e intercambios de
animais. Entretanto, apés um ano de acdo, o Comité Internacional de Monitoramento
e Recuperacéo, IMRC (International Recovery and Management Commitee) propds a

introducdo de novos individuos no cativeiro, devido a baixa diversidade genética e ao
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pequeno tamanho amostral do primeiro grupo de cativeiro. Esta estratégia, entretanto,
foi pouco viavel e como alternativa a esta iniciativa, foi proposta uma nova estratégia,
gue incluia um programa de manejo de metapopulagéo, tendo como populacdo nicleo
o0 grupo cativo (FOOSE et al., 1986; SEAL; BALLOU; VALLADARES-PADUA, 1990).
Desta forma o Instituto de Pesquisas Ecolégicas (IPE) e o pesquisador Valladares-
Padua iniciaram a translocacao de individuos entre os fragmentos, com a finalidade
de colonizar manchas florestais ndo habitadas.

Uma nova proposta foi apresentada no ano de 1998, sugerindo-se a
introducao de 150 a 200 animais em poucos zooldgicos, para manutencdo de 95% da
diversidade genética da populacéo natural. Entretanto, haveria ainda a necessidade
de introducdo continua de novos animais. Alternativamente, sugeriu-se também a
introducado de 14 fundadores da natureza, com introducdes periddicas posteriores de
3 a 4 fundadores por geragdo. Entretanto ambas as propostas se mostraram inviaveis
(VALLADARES-PADUA, C.B.; BALLOU J.D.; MARTINS SADDY C., 2002).

Um estudo realizado no ano 2003 (o qual fazia parte do plano de
manejo de metapopulacéo), teve como objetivo realizar trés tipos diferentes de
movimentacdo de animais entre subpopulacdes e avalia-los através de parametros
ecoldgicos e comportamentais. O primeiro tipo de movimentacao foi a transferéncia
de um grupo selvagem de animais capturados da Fazenda Rio Claro para a Fazenda
Mosquito. Na fazenda Mosquito existia um outro grupo que foi translocado desde a
Fazenda Rio claro no ano de 1995. O segundo tipo de movimentacdo foi a
translocacdo de um grupo misto (grupos formados entre animais de vida livre y
animais nascidos em cativeiro). O terceiro tipo de movimentacéao foi a captura de dois
machos de vida libre e a soltura em um territério diferente do original, mas dentro da
mesma populacéo selvagem. O estudo concluiu que o primeiro tipo de manejo foi 0
tipo de movimentacdo mais bem-sucedida tendo em conta as alteracbes no
comportamento e ecologia quando comparados com os padrdes observados a grupos
selvagens. No entanto a intengdo foi unicamente aprender e verificar qual dos trés
tipos de movimentacdo era o mais viavel para o programa de manejo de
metapopulacédo (SADDY, 2003).

Embora o programa de manejo de metapopulacdo do mico-ledo-preto
tenha sido proposto, atualmente, os grupos de cativeiro apresentam uma seérie de

problemas relacionados a reproducgéo, devido ao baixo numero de casais reprodutores
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e idade avancada dos mesmos e as altas taxas de mortalidade dos filhotes. Neste
contexto, o maior desafio para o adequado monitoramento dos grupos cativos é
garantir a sua expansdo demogréfica e genética através da introducdo de novos
fundadores e da translocacéo de individuos entre recintos. Sabe-se, no entanto, que

tais medidas sao de dificil exequibilidade.

1.2 Analise do pedigree e terminologia

Os programas de reproducéo em cativeiro geralmente sdo baseados nos
registros genealogicos ou Studbooks pois estes livros mantem informacgdes
detalhadas sobre os individuos que sdo mantidos em cativeiro. Estes registros sao
baseados na populacdo fundadora original que foi estabelecida quando o programa
de reproduc&o em cativeiro foi estabelecido. E assumido que os individuos fundadores
nao tem nenhum vinculo familiar (LACY et al., 1995) e é através das analises de
pedigree que sdo estimados parametros genéticos na populacdo atual com a
finalidade de determinar as mudancas ou perdas de variabilidade genética em relacéo
a populagéo inicial (RALLS; BALLOU, 2004)

Existem varias abordagens que utilizam uma variedade de modelos para
fazer andlise de pedigree. Um deles é conhecido como modelo de simulagdo Gene-
drop. Outra abordagem usa uma matriz aditiva de parentesco entre todos o0s
individuos (RALLS; BALLOU, 2004) para determinar os valores de parentesco e
endogamia.

O modelo de simulacdo Gene-drop analisa que cada fundador aporta
dois alelos originais que sao “dropped” através da genealogia assumindo heranca
mendeliana, de modo que cada descendente recebe um alelo selecionado
aleatoriamente a partir de sua mée e um alelo selecionado aleatoriamente a partir do
seu pai. Milhares de iteracdes séo realizadas para simular amostragem ao longo do
genoma do individuo. Este modelo assume nenhuma ligagdo, e nenhuma sele¢céo
(HAIG; BALLOU, 2002). Atraves dessa abordagem é possivel por exemplo, estimar
diversidade genética (GD) genomas fundadores equivalentes (Fg) dos grupos em
cativeiro. GD é calculada contando as frequéncias alélicas dos alelos fundadores
remanescentes na populagdo existente. Fundadores equivalentes referem-se ao

numero de fundadores igualmente representados que produziriam o mesmo nivel de
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diversidade genética como a observada na populagédo atual assumindo que ndo ha
perda de alelos (LACY; BALLOU, 2001).

Por outro lado a média de parentesco (MK) é derivada da média de
parentesco entre cada individuo na populacdo e todos os outros individuos da
populacdo (LACY et al., 1995). Esta é uma ferramenta util para a identificacdo de
individuos geneticamente importantes com o objetivo de minimizar parentesco medios
da populacéo e assim para maximizar a retencéo de diversidade genética fundadora
(MILLER, 1995).

Umas descricbes mais detalhadas das estimativas comumente usadas

nas analises de pedigree sdo descritas a sequir:

Equivalentes fundadores: € o niumero de fundadores que contribuem

igualmente e que seriam esperados para produzir o mesmo nivel de diversidade

genética da populacao atual (LACY, 1989)

Genomas fundadores equivalentes: Um conceito Util relacionado com

heterozigosidade retida. E uma medida relativa que, ao contrario do nimero de
equivalentes fundadores, leva em conta a deriva genética. E o nimero de fundadores
que contribui igualmente sem perda aleatéria de alelos na descendéncia que seriam
esperados para produzir o mesmo nivel de diversidade genética da populacao atual
(LACY, 1989).

Alelos fundadores sobreviventes: faz referéncia a proporcédo de genoma

de um fundador que sobrevive até a populacdo existente (" retencdo alelo ", ou r)
também é calculada utilizando modelos gene-drop (LACY, 1989; THOMPSON, 1986).
Existem apenas trés possibilidades para um fundador em qualquer simulacéo:
nenhum dos alelos presentes = 0%, apenas um presente = 50%, ambos presentes =
100%; estes sao calculados sobre todas as simulagcdes (LACY, 1989; THOMPSON,
1986).

Parentesco Médio: parentesco médio é usado para identificar individuos

geneticamente importantes. Parentesco (MK) é calculada para cada animal vivo na
populacdo como a média do parentesco entre esse individuo e todos os individuos da
populacdo, incluindo a prépria média (LACY et al.,, 1995).Individuos com baixo
parentesco médio sdo menos estreitamente relacionadas entre eles do que aqueles

com altos valores de parentesco médio.
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Ballou e Lacy (1995) mostraram que estratégias de melhoramento que
preferencialmente selecionam animais com baixos parentescos médios sdo o0s
melhores em reter heterozigosidade esperada na populacdo, uma vez que o
parentesco médio esta diretamente relacionado a heterozigosidade esperada. Assim,
minimizando parentesco médio da populagdo é maximizada a heterozigosidade. A
maioria, se néo todos, 0s programas de reproducao em cativeiro usam esta estimativa

qguando o objetivo é selecionar animais para reproducao (BALLOU; FOOSE, 1996).

1.3 Diversidade genética e conservagao ex situ

Diversidade genética é definida como sendo toda a variacéo bioldgica
hereditaria gerada principalmente por mutacdes nas sequéncias de nucleotideos
durante a replicacdo do DNA e acumulada durante o processo evolutivo. A quantidade
e o tipo de diversidade genética em uma populacdo dependem de fatores como
selecdo, endogamia, deriva genética, fluxo génico e mutagcdo, os quais podem
contribuir para o aumento e/ou diminuicdo da diversidade (FREEMAN; HERRON,
2007).

Podemos mensurar a variacao genética de diferentes formas, incluindo
as estimativas de diversidade de alelos (ou riqueza alélica) e heterozigosidade
individual ou populacional (BALLOU; FOOSE, 1996). Diversidade alélica consiste no
namero de alelos de um determinado locos. J4 a heterozigosidade refere-se a
percentagem de locos numa populacéo ou individuo que apresentam alelos diferentes
(BALLOU; FOOSE, 1996). Em populagbes que apresentam tamanho populacional
reduzido (como é o caso dos grupos em cativeiro) os efeitos de deriva e endogamia
tornam-se mais acentuados, favorecendo a perda da diversidade alélica e a
diminuicdo dos niveis de heterozigosidade, o que diminui seu potencial de adaptacao
(FERNANDES, 2008).

E amplamente conhecido que a reproducdo ex situ através de
acasalamentos dirigidos em individuos em cativeiro € uma ferramenta extremamente
atil para a conservacédo de uma espécie (BOWKETT, 2009; RUSSELLO; AMATO,
2007). A principal meta de um programa de conservagao ex situ consiste em buscar
estabelecer uma “populagao” autossustentavel que seja capaz de minimizar a

endogamia e a perda de diversidade genética no cativeiro, mantendo assim o seu
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potencial adaptativo (FRANKHAM, 2008; FRANKHAM, R., HEMMER, H., RYDER,
O.A., CONTHRAN, SOULE, M.E., MURRAY, N.D., SNYDER, 1986). Esta ideia se
baseia no principio de que se os grupos de cativeiro mantem um pool génico
representativos da espécie, estes animais poderdo ser utilizados futuramente em
programas de reintrodugéo ao habitat natural, uma vez que alelos das populac¢des de
vida livre foram preservados (ROBERT; COUVET; SARRAZIN, 2007).

Entretanto, a reproducéo e manutencao de animais em cativeiro pode
comprometer a capacidade destes individuos para se reproduzir e sobreviver na
natureza (FRANKHAM, 2008), uma vez que a depressédo endogamica e acumulacao
de mutacdes associadas a adaptacdo em cativeiro, promovem uma rapida
modificacdo da estrutura genética nos grupos em cativeiro, 0s quais, em geral,
apresentam reduzido tamanho populacional(FRANKHAM; BRISCOE; BALLOU,
2002).

O namero de individuos reproduzindo em cativeiro propicia o aumento
na taxa de endocruzamento, o que pode conduzir a exposicao de alelos deletérios em
homozigose, e ocasionar a depressdo endogamica, promovendo diminuicdo na
variacdo genética e no potencial adaptativo dos individuos, o que aumenta a o seu
risco de extingdo (HEDRICK, 2001).

A adaptacdo genética ao cativeiro se da devido a diferengas ocorridas
no processo de selecédo natural, pois como os ambientes de cativeiro diferem dos
habitats naturais, variantes genéticas favorecidas em cativeiro, ndo necessariamente
consistirdo naquelas selecionadas positivamente em ambientes naturais
(FRANKHAM, 2008). Segundo Darwin (1868), a selecédo natural é inevitavel quando,
por exemplo, é voltada para a docilidade e outras caracteristicas adaptativas
relacionadas a domesticacao. Frankham (2008), afirma que as adaptacdes genéticas
relacionadas ao aumento no sucesso reprodutivo tendem a ser deletérias quando os
individuos sao reintroduzidos no habitat natural. Neste sentido, é claro que a
adaptacédo genética ao cativeiro deve ser minimizada para grupos que provavelmente
serao reintroduzidos.

A heterozigosidade individual definida como a heterozigosidade média
entre os individuos que pode ser mensurada através de marcadores genéticos, é
outro conceito importante, uma vez que teoricamente esta correlacionado com 0s

principais componentes de aptiddo individual, tais como a sobrevivéncia (COULSON
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et al., 1998), fecundidade (AMOS et al., 2001), resisténcia a doencas (COLTMAN et
al., 1999), sucesso reprodutivo (SLATE et al., 2000) e caracteristicas envolvidas com
selecdo de parceiros e com sucesso de paternidade extra-par (FOERSTER et al.,
2003).

Vérias estimativas de heterozigosidade individuais tém sido propostas,
sendo que a mais usada é a proporcao de locos heterozigotos em um individuo (PHt)
(AMOS et al.,, 2001). No entanto, outras formas de calcular este tipo de
heterozigosidade tém sido sugeridas. Uma delas € a heterozigosidade padronizada
(Hs) que se baseia na média da heterozigosidade observada (Hs_obs) ou esperada
(Hs_exp) (COLTMAN et al., 1999). Apesar da padroniza¢cdo ndo considerar se 0S
individuos incluidos na amostra foram ou ndo genotipados para o mesmo loci, ela
assume uma relagéo linear entre a heterozigosidade em um determinado loco e o seu
namero de alelos, atribuindo mesmo peso a todos os locos, independentemente de
suas frequéncias alélicas. As estimativas de Hs_obs sdo altamente conservadoras e
nos casos da existéncia de alelos nulos ou alelos dropout sua estimativa € mais
indicada que a de Hs_exp (AMOS et al., 2001)

Outra forma de calcular a heterozigosidade individual é estimar o grau
de relacionamento interno (IR) (AMOS et al., 2001). Este estimador leva em conta o
namero total de locos, o nimero de locos homozigotos, e a frequéncia dos alelos que
contém determinado gendtipo. Esta estimativa também é altamente conservadora. No
entanto, a sua distribuicdo é assimétrica: tomando valores maximos e minimos. O
valor maximo (1) € obtido quando todos os locos sdo homozigotos,
independentemente das frequéncias alélicas. O valor minimo (-1) pode ser obtido
apenas quando todos os locos apresentam somente dois alelos e o individuo é
heterozigoto para todos os casos (APARICIO; ORTEGO; CORDERO, 2006)

Por dltimo a homozigosidade por locos (HL) € um estimador
desenvolvido com a finalidade de resolver alguns problemas do IR. Para levar em
conta o fato de que alguns locos séo mais informativos do que outros, HL considera a
contribuicdo de cada loco, em vez da contribuicdo de cada alelo. O peso dado a cada
loco depende da sua variabilidade: aos locos mais informativos sdo dados pesos
maiores (APARICIO; ORTEGO; CORDERO, 2006).
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1.3.1 O uso de marcadores moleculares para medi¢cdo da variacdo genética

O desenvolvimento de diferentes metodologias da Genética Molecular
tem possibilitado o acesso a informagdes genéticas importantes, como de variacao
genética, a diversidade e riqueza alélica, diversidade intra- e interpopulacional, fluxo
génico, grau de parentesco, etc. O uso de marcadores moleculares em conjunto com
a teoria evolutiva pode fornecer informacdes sobre a historia evolutiva, demografia,
ecologia, e também o comportamento das espécies, auxiliando o manejo de espécies
através da avaliacdo de riscos e priorizagcdo de estratégias, delimitacdo de unidades
evolutivas e implementacéo de unidades de conservacao efetivas (GODOY, 2009).

Desta forma, o uso de marcadores moleculares tem auxiliado o estudo
de populacdes de vida livre e de cativeiro, as quais se encontram ameacadas ou nao
(GLAUBITZ; RHODES; DEWOODY, 2003). Na natureza, o conhecimento do
relacionamento genético entre os animais pode ser util em estudos de selecdo de
parentesco, comportamento e organizagcdo social, dispersdo, isolamento por
distancia, e estimativas de herdabilidade. Em populagbes em cativeiro, o
conhecimento das relacdes e ancestralidade compartilhada permite a minimizacao da
consanguinidade, direcionando cruzamentos prioritarios entre individuos
geneticamente menos relacionados (BOMCKE; GENGLER, 2009).

Dentre as principais técnicas desenvolvidas para acessar a variabilidade
genética, estdo o estudo de aloenzimas, DNA mitocondrial, locos do complexo
principal de histocompatibilidade e de repeticbes em tandem de numero variavel
(VNTR, Variable Number Tandem Repeats). As VNTRs representam locos individuais
onde alelos sdo compostos por repeticbes em tandem que variam no numero de
unidade do cerne (NAKAMURA et al., 1987), por este motivo, elas exibem uma
enorme variabilidade. Quando os blocos de DNA repetitivo sdo compostos por 10 a
64 pares de bases, cujo tamanho total varia de 0,1 a 7,0 Kb, estas sequencias sao
denominadas minissatélites (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985) e aquelas que
exibem de 1 a 5 pares de bases em sua unidade repetitiva ou motivo (motif), séo
denominadas microssatélites (PARKER et al., 1998; SUNNUCKS, 2000).
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1.3.2. Microssatélites e seu uso na conservacao

Também conhecidos como marcadores hipervariaveis, STRs (Short
Tandem Repeats), ou SSRs (Simple Sequence Repeats), 0s microssatélites séo
sequéncias repetitivas em tandem compostas por unidades de 1-6 bp repetidas lado
alado (DALTOE, 2006; TORRES, 2010).0 niimero de unidades repetidas é altamente
variavel entre microssatélites localizados no mesmo loco e em locos diferentes,
tornando-os altamente polimérficos (TORRES, 2010). Este tipo de marcador
apresenta maior contetado de informagdo, sendo muito utilizado para avaliar a
diversidade genética intra e interespecifica.

O uso de microssatélites tem sido aplicado em estudos de hibridacéo,
histéria demografica, deteccdo de gargalos e endogamia, servindo para abordagens
gue visem a avaliagdo do comportamento reprodutivo, estrutura social, disperséo e
estrutura genética de uma espécie. Eles sédo considerados marcadores ideais para
analise da variabilidade genética e determinacdo de paternidade entre individuos de
ascendéncia desconhecida, ou seja, com auséncia de informagao no pedigree, uma
vez que permitem uma estimativa conservadora da relagdo entre individuos, sendo
Uteis para delineamento de acasalamentos que visem, por exemplo, maximizar a
variabilidade genética e minimizar a endogamia. Além disso, ha a possibilidade de
amplificacdo cruzada, ou seja, utilizacdo de locos entre espécies relacionadas. Por
esses motivos, 0s microssatélites oferecem inimeras vantagens para o estudo de
espécies ameacadas em abordagens conservacionistas (BEAUMONT M.A. E
BRUFORD M.W., 1999; FRANKHAM; BRISCOE; BALLOU, 2002; RUSSELLO;
AMATO, 2004).

1.4 Determinacédo de paternidade por meio de marcadores microssatélites

Os marcadores de microssatélites tem possibilitado a identificacdo das
relacbes entre os genotipos progenitor-progénie com o fim de confirmar paternidade
(MELLO, 2004). Os testes de paternidade baseados em microssatélites séo realizados
através da comparacédo do perfil genético dos animais independentemente da idade
ou condi¢cdes fisiolégicas, ou seja, em qualquer momento € possivel verificar a
identidade de um animal, pela obtencdo do perfil genético de uma nova amostra e
comparacao com um perfil obtido anteriormente (ALVES SILVA, 2012).
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A efetividade do teste de paternidade pode ser medida em termos de
probabilidade de exclusdo. O poder de exclusao indica a capacidade de um sistema
de teste excluir uma paternidade ou maternidade falsamente atribuida, ou seja, € a
probabilidade de se ter uma excluséo precisa de parentesco, quando um individuo e
seus pais sao analisados (BIERMAN, 2010). A efetividade dos testes de paternidade
ndo depende apenas do nimero de marcadores genéticos utilizados, mas também do
poder informativo de cada marcador tende a aumentar de acordo como 0 nhimero de
fendtipos distintos que poder ter uma determinada probabilidade e que podem
depender de algumas caracteristicas como, por exemplo, o numero de locos, 0
namero de alelos em cada loco e a frequéncias destes alelos em cada loco (ALVES
SILVA, 2012).

Apesar disso, os diferentes métodos desenvolvidos para a analise de
paternidade apresentam dificuldades, quando se desconhece ambos os pais ou
guando falta algum individuo da prole; quando hé individuos relacionados ao trio prole-
pai-mée na lista de candidatos a progenitores, desconsiderando o verdadeiro pai ou
mae. Estes fatores, somados ao pouco conhecimento sobre o comportamento da
espécie em estudo, reduzem a confiabilidade do teste.

Devido a falta de informacfes necessarias para o calculo de paternidade
e parentesco, outras metodologias tém sido propostas. Entre estas esta o calculo das
probabilidades categoérica e fracional, a reconstrucdo genotipica e a técnica de
exclusdao (FIUMERA; DEWOODY, 2002; GARCIA et al., 2002; JAMIESON; C S
TAYLOR, 1997; JONES; ARDREN, 2003; NEFF; REPKA; GROSS, 2000).

No método de exclusdo, o compartilhamento de alelos entre a progénie
€ 0 suposto pai estabelece a inclusdo de paternidade, ja 0 macho que possui 0
genadtipo incompativel como a progénie em questdo é rejeitado como possivel pai.
Embora este método seja muito usado, ele ndo leva em conta os possiveis erros de
genotipagem, assim como também ndo admite que haja loci ndo genotipados
(MARSHALL, T C, SLLATE, J, KRUUK, L.B.E, PAMBERTON, 1998).

O método de probabilidade categérica para teste de paternidade atribui
fracionalmente a paternidade a todos os individuos ndo excluidos da analise como
base na probabilidade relativa de paternidade. Ja probabilidade fracional utiliza todos

os dados avaliados, e por isso se torna superior a probabilidade categodrica
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(MARSHALL, T C, SLLATE, J, KRUUK, L.B.E, PAMBERTON, 1998; SMOUSE;
MEAGHER, 1994)

1.4.1 Inferéncias Estatisticas para Calculo de Paternidade

Devido ao fato do método de exclusdo apresentar algumas dificuldades
para sua implementagdo, métodos estatisticos que se baseiam na auséncia de uma
exclusdo, podem ser alternativamente utilizados para inferéncias de paternidade. A
base para o célculo da probabilidade de paternidade € dada pela formula:

1

R

Em que PE ¢é a probabilidade de excluséao.

Para pares especificos de mae-filho, o alelo paterno obrigatério pode ser
frequente ou raro. Neste caso, a auséncia de exclusdo quando o alelo for raro sera
mais significativa que quando o alelo for frequente. Esta estimativa pode ser calculada
pela razéo de verossimilhanca da paternidade e da ndo paternidade, conhecido como
indice de Paternidade (IP).

1.4.2 indice de paternidade

O indice de paternidade (IP) é definido como a razao de verossimilhanca
de duas hipéteses mutuamente excludentes. A primeira hipétese H(X) assume que o
compartilhamento de alelos entre as partes envolvidas resulta num vinculo genético,
enquanto que a segunda hipétese H(Y) assume que o compartiihamento de alelos
entre as partes envolvidas é resultado de eventos aleatérios (RODRIGUES;
GARRIDO; SANTOS, 2013).

A férmula para o célculo do IP é representada por:

IP = X/Y

Em que X é a probabilidade de transmissdo do alelo materno (m)
multiplicado pela probabilidade de transmissao do alelo obrigatorio paterno (p) e Y é
a probabilidade de transmissao do alelo materno (m) multiplicado pero frequéncia do
alelo paterno na populagédo da mesma origem (f).
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Assim,temos P=mXp/mX f
As probabilidades de transmissdo dos alelos m e p podem ter valor de
0.5 quando a mée ou pai sdo heterozigotos e de 1 quando sdo homozigotos. O IP é
calculado para cada loco analisado e o produto dos resultados obtidos a partir dos IPs
é conhecido como indice de Paternidade Combinado (IPC), representado pela

formula:

IPC = IP1 X IP2 X IP3 X IPn

A partir do valor do IPC é possivel calcular a probabilidade de
paternidade (W) mediante o teorema de Bayes (RODRIGUES; GARRIDO; SANTOS,
2013), tendo como base uma probabilidade a priori (PP=0,5) como descrito a seguir:

(PP) x (IPC)
{[(PP) x (IPC)] + 1}

A probabilidade a piori € usada para garantir imparcialidade no célculo.
Ela geralmente é tomada por 0,5 devido ao fato de haver uma probabilidade de 50%
do pai testado ser realmente o pai biolégico do individuo em questdo. Existem trés
categorias de resultados possiveis: provavel pai, quando as probabilidades estédo de
90-94,9%; forte indicio de paternidade entre 95-99% e paternidade praticamente certa
acima de 99%.

1.4.3 Calculo de paternidade mediante razdo de verossimilhanca

No ano de 1986, Meagher em seu trabalho com dados de aloenzimas na
espécie Chamaelirium luteum desenvolveu uma nova metodologia aplicando a razdo
da verossimilhanga para inferéncia de paternidade. Ele introduziu o termo LOD score,
o qual é definido como a razao de verossimilhanca de um painel de locos avaliados
conjuntamente ao qual é aplicado o logaritmo natural. Este valor LOD pode ser
positivo, negativo ou assumir um valor igual a zero. Uma pontuagédo LOD negativa
significa que o pai candidato tem menos probabilidade de ser o verdadeiro pai do que
o verdadeiro pai. Uma pontuacao igual a zero significa que o pai candidato tem a
mesma probabilidade tanto de ser o pai como de ndo ser o pai verdadeiro. Por fim,

uma pontuacdo LOD positiva significa que o pai candidato é mais provavel de ser o
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pai verdadeiro, do que qualquer outro individuo tomado ao acaso na populagéo
(MARSHALL, T C, SLLATE, J, KRUUK, L.B.E, PAMBERTON, 1998).

Toda esta abordagem considera os dados genotipicos do trio mae-
progénie-pai candidato (gm, gp e gc,), assim como também duas hipéteses
mutuamente excludentes, a hipéteses nula H1, em que o pai candidato é o verdadeiro
pai, e a hipotese alternativa H2, em que o pai candidato é um individuo ao acaso.
Quando o gendtipo da mae é conhecido, a razdo de verossimilhanca € dada pela
seguinte formula (MEAGHER, 1986):

T(gplgm, gc)
T(gplgm)
Em que T(gp|gm,ga)m é a probabilidade do gendétipo da progénie, dado

L(HI,H2|gm, gp, gc) =

0 gendtipo da mée e do pai candidato, na segregacdo Mendeliana.
Quando o gendtipo da mae é desconhecido, a razdo de verossimilhanca

€ dada pela seguinte formula:

T(gp, gc)
P(gp)

Em que P(gp) é a frequéncia do gendtipo da progénie.

L(H1,H2|gp, gc) =

O método acima descrito foi incluido no programa CERVUS para
inferéncia e confirmacéo de paternidade. Marshall e colaboradores desenvolveram um
teste A que é calculado a partir da diferenca entre as pontuag¢des LOD dos dois pais
mais provaveis, tendo em conta uma distribuicdo A através de uma simulacao
(MARSHALL, T C, SLLATE, J, KRUUK, L.B.E, PAMBERTON, 1998)

A= LOD1 —-LOD2,sen = 2

LODisen=1ezerosen=0, em que n &€ 0 numero e machos
candidatos com pontuacdes LOD maiores que zero.

Outro parametro que pode ser calculado € o nivel de confianca que é
definido como a tolerancia para atribuir um falso positivo. Cervus mostra dois niveis
de confianca: relaxed (80% de certeza) e strict (95% de certeza). Nesta abordagem,
uma simulagéo previa é feita antes de se iniciar a analise de parentesco. Esta
simulacéo feita avalia a viabilidade da andalise de parentesco e calcula os valores
criticos da razao de verossimilhanca usando o conjunto de locos utilizados. Para esta

simulagdo, sdo necessarios dados relativos ao numero de machos candidatos, a
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proporcdo de machos candidatos amostrados, a proporgéo de locos genotipados e a

taxa de erro.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Segundo a lista vermelha da International Union for Conservation of
Nature (IUCN) e o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis IBAMA), o mico-ledo-preto é uma espécie classificada como “ameagada”
no Brasil. Neste sentido, nos ultimos anos, a reproducéo desta espécie em cativeiro
se tornou necessaria com o fim de assegurar a sua ndo extincdo. Segundo Frankham
et al.,, (2002), um programa de conservacao ex situ deve visar estabelecer uma
populacdo autossustentavel capaz de minimizar a perda de diversidade genética, a
endogamia e a adaptacdo ao cativeiro. Neste sentido, muito esfor¢co tem sido
empenhado no manejo em cativeiro, no que se refere ao acasalamento entre
individuos geneticamente menos relacionados e em igualar as linhagens fundadoras
ou seja em manter a contribuicdo genética dos individuos que fundaram o grupo em
cativeiro. Contudo, a obtencdo de dados relativos a estimativas de diversidade
genética com base na analise dos Studbooks é limitada, uma vez que as informacdes
sobre os pedigrees em geral costumam a ser incompletas ou inexistentes (LUTAAYA
et al., 1999). Este fato gera incertezas sobre o grau de parentesco entre 0os animais
gue se acasalam, podendo excluir da reproducdo animais potencialmente
interessantes (com alelos/gendtipos exclusivos, raros ou diversos) (OGDEN et al.,
2007) induzindo suposicdes errbneas sobre a ancestralidade dos mesmos, fazendo
com gue animais mais aparentados reproduzam entre si, 0 que pode aumentar os
niveis de endogamia e ocasionar a perda de diversidade genética (LACY;BALLOU
1995).

Neste sentido, a abordagem integrada da analise dos dados do
Studbooks e de dados moleculares das espécies de cativeiro pode contribuir para
melhor compreensdo das informacdes de pedigree e da distribuicdo da variacao
genética dentro do cativeiro. Sendo assim, a caracterizacao da estrutura genética dos
grupos cativos de mico-ledo-preto torna-se um importante instrumento, para orientar
0 manejo adequado desta espécie em cativeiro, e, assegurar futuramente estratégias

de manejo de populacdes silvestres.
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Dentro deste contexto,
O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética dos

grupos cativos de mico-ledo-preto residentes em diferentes zoologicos brasileiros e
verificar a paternidade destes animais através do uso de marcadores moleculares de

microssatélites.

Dentre os objetivos especificos estabelecidos estavam:

2.1. Analisar os dados disponiveis no Studbook da espécie;

2.2. Validar um conjunto de locos microssatélites capazes de estimar os niveis de
diversidade genética a partir dos genétipos estabelecidos para os animais;

2.3. Determinar os niveis de divergéncia genética entre os grupos avaliados e
comparar estes dados com uma populacao silvestre;

2.4. Utilizar os dados de microssatélites para verificacdo de paternidade mediante a
utilizacdo do método de verossimilhanca;

2.5. Estimar a probabilidade de paternidade (W) para os individuos que néo tiveram
esta informacéo esclarecida pelo método de verossimilhanca;

2.6. Gerar informacdes Uteis para serem incorporadas aos dados atualmente

disponiveis no Studbook da espécie.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Studbook e andlise de pedigree

Os dados necessarios para o0 manejo dos grupos em cativeiro sdo compilados
no International Studbook for the Black Lion Tamarin atualmente mantido por Dominc
Wormell chefe do departamento de mamiferos do Durrell Wildlife Conservation Trust
na Inglaterra. Foi analisada a verséo de 2012 do Studbook que registra 492 micos-
lebes-pretos em cativeiro desde a fundacdo. Em geral os individuos sdo nomeados
pelo seu niumero de Studbook, entretanto em alguns casos foram nomeados pela sigla
BLT mas um numero, para facilitar as analises.

Neste sentido o programa Pedigree Viewer (KINGHORN, 1994), versédo 6.5.2.0, foi
utilizado para construgéo do pedigree completo dos grupos cativos desde sua fundacéao,
e estabelecimento dos coeficientes de endogamia de heredograma (F), baseados nas
informacdes disponiveis no Studbook. Nesta analise foi calculada a probabilidade de
gue os alelos herdados de cada um dos pais sejam idénticos por descendéncia (IBD). O
programa PedScope V 2.4.01xs (Advanced Pedigree Analysis & Population
Conservation Management) foi usado para calcular a diversidade genética (GD),
genomas fundadores equivalentes (fg), equivalentes fundadores (fe), ancestrais efetivos
(fa) e parentesco médio (MK). Assim mesmo foram calculados alguns parametros
demograficos da populacdo em cativeiro desde a fundacéo.

Para avaliar o efeito no aumento nos niveis de endogamia, foi feita uma relacdo
entre o coeficiente de endogamia e a percentagem de individuos que sobreviveram até
a idade reprodutiva (18 meses de vida). Esta andlise de regresséo foi realizada utilizando
0 Excel 2010 para Windows 7, e o PAST (PAleontological STatistics) (OYVIND, [s.d.]),
versao 2.16.

3.2 Amostragem e Extragdo de DNA

Foram coletadas amostras de pelo e sangue de trinta e sete individuos
(representando 80% dos animais vivos mantidos em cativeiro no Brasil, registrados
no Studbook até a atualizacdo mais recente), sendo 17 pertencentes a Fundacao

Parque zooldgico de Sao Paulo (FPZSP), 17 ao Centro de Primatologia do Rio de


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCUQFjAAahUKEwjNxJ6TtYrGAhVDl4AKHeqsAGE&url=http%3A%2F%2Fwww.durrell.org%2F&ei=Q_N6VY2XGsOuggTq2YKIBg&usg=AFQjCNHs26WqD0EnQ8uLTnSB2kbcpMe9Lg&sig2=dRuF0gJGDQdQpOm-hTk-7Q&bvm=bv.95515949,d.eXY
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Janeiro (CPRJ) e 4 do Parque Ecolégico de Sdo Carlos (PESC) (Tabela 1). Além
destas, 14 amostras pertencentes a espécimes em Obito do Durrell Wildlife
Conservation Trus (DWCT) na Inglaterra e dois do Zooldgico La Palmyre na Franca,
também foram coletadas. Embora esses individuos ndo sejam mais representativos
para o programa de reproducao, sdo geneticamente relacionados com os animais que
ainda estdo vivos e representam a colbnia cativa europeia. Além disso foram
analisadas amostras de 10 animais de vida livre os quais representam dois grupos
gue habitam na Floresta Nacional de Capao Bonito-SP. Esses individuos foram
estudados em um trabalho anteriormente desenvolvido no Laboratério de
biodiversidade molecular e conservacdo (CALDANO, 2014).

Tabela 1-ldentificacdo dos 37 individuos que fazem parte da colénia cativa do Mico-Le&o-Preto no
Brasil.

Identificacdo Identificagcdo  Identificagc&o Sexo Zooldgico
Studbook Zoologico Trabalho
391 27097 BLT1 Macho PESC
500 - BLT3 Macho PESC
386 2037 BLT4 Macho PESC
399 2078 BLTS Fémea PESC
385 29697 BLT6 Macho FPZSP
421 29348 BLT7 Fémea FPZSP
458 29653 BLT8 Fémea FPZSP
457 29652 BLT9 Macho FPZSP
392 27098 BLT10 Macho FPZSP
263 28548 BLT11 Macho FPZSP
464 30154 BLT12 Macho FPZSP
432 29450 BLT13 Fémea FPZSP
469 30497 BLT14 Macho FPZSP
470 30498 BLT15 Macho FPZSP
412 29791 BLT16 Macho FPZSP
467 30168 BLT17 Fémea FPZSP
473 30596 BLT18 Macho FPZSP

430 29597 BLT19 Fémea FPZSP
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471 30518 BLT20 Macho FPZSP
472 30595 BLT21 Macho FPZSP
312 1821 BLT22 Macho CPRJ
408 2109 BLT23 Fémea CPRJ
486 2571 BLT24 Macho CPRJ
487 2572 BLT25 Macho CPRJ
427 2288 BLT26 Macho CPRJ
366 1995 BLT27 Fémea CPRJ
384 2034 BLT28 Macho CPRJ
436 2356 BLT29 Fémea CPRJ
387 2038 BLT30 Macho CPRJ
400 2079 BLT31 Fémea CPRJ
488 2574 BLT32 Macho CPRJ
437 2383 BLT33 Macho CPRJ
481 2464 BLT34 Fémea CPRJ
431 2311 BLT35 Macho CPRJ
424 2232 BLT36 Macho CPRJ
425 2266 BLT37 Macho CPRJ
428 2289 BLT38 Macho CPRJ
195 M1829 BLT39 Macho DWCT
295 M2309 BLT40 Macho DWCT
306 M2381 BLT41 Fémea DWCT
371 M2459 BLT42 Macho DWCT
409 M2802 BLT43 Macho DWCT
220 M1935 BLT44 Fémea DWCT
468 M1671 BLT45 Fémea DWCT
320 M2435 BLT46 Macho DWCT
327 M2436 BLT47 Macho DWCT
420 M2846 BLT48 Macho La Palmyre
261 M2146 BLT49 Fémea La Palmyre
256 M2107 BLT50 Macho DWCT
302 M2982 BLT51 Fémea DWCT



38

189 M2039 BLT52 Macho DWCT
110 M1601 BLT53 Fémea DWCT
125 M1597 BLT54 Fémea DWCT

A coleta de sangue foi realizada com seringas para succdo de
aproximadamente 0,2 centimetros cubicos de sangue (200 pL) por individuo. Uma vez
coletado o sangue, este foi vertido para tubos vacutainer contendo anticoagulante
EDTA. Os tubos foram acondicionados a -20°C. Em relacdo as amostras de pelo, este
foi arrancado do dorso de cada individuo e acondicionado em envelopes plasticos. Os
foliculos ou bulbos presentes na base do pelo, os quais contém células vivas com
material genético, foram utilizados para extracdo de DNA.

Todas as amostras foram mantidas no banco de tecidos do laborat6rio
de Biodiversidade Molecular e Conservacao da Universidade Federal de Sdo Carlos.
A extracdo de DNA das amostras de pelos e de sangue foi feita usando o protocolo
de Sambrook et al., 1989.

Aliguotas de sangue e/ou bulbos de pelo foram inicialmente
homogeneizadas com 300uL de uma solucéo de digestdo contendo 25 pL de SDS
10%, 5 pL de RNAse 0,1 mg/mL, 100 pL de EDTA 0,1M, 2,5 pL de Tris-HCI 0.01 M e
322,5 pL de agua MilliQ. As amostras foram incubadas por aproximadamente 2 hora
a 55° C. Subsequentemente foram adicionados 5 pL de Proteinase K 0,1mg/mL e as
amostras foram incubadas 24 horas por 56° C (para as amostras de pelo foram
adicionados 30 pL de Proteinase K 0,1mg/mL). Em seguida foi adicionado 0 mesmo
volume de fenol cloroférmico/alcool isoamilico (aproximadamente 400 uL), agitando-
se 0s tubos vagarosamente por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm durante 15 minutos em micro-centrifuga e o sobrenadante foi transferido para
outro tubo. Apds essa etapa foi acrescentado NaCl 5M para uma concentracao final
da solucéo de 1M. Posteriormente, foram adicionados 500 uL de &lcool 10% gelado e
as amostras foram agitadas delicadamente para a precipitacdo do DNA. Uma nova
centrifugacéo a 10.000 rpm por 10 minutos foi feita 0 sobrenadante foi descartado.
Uma vez realizado o procedimento anterior foram acrescentados 300 pL de alcool
70% gelado e as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos em estufa a 37°C por 1 h.

Apoés a secagem do material, o pellet obtido foi diluido em 50 yL de TE.
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A guantificacdo das amostras foi feita em biofotdmetro (BioPhotometer,

Eppendorf®) e aliquotas de DNA com a concentragdo de 50ng/ul foram preparadas.

Tanto as solu¢des de extracado quanto as aliquotas foram armazenadas a — 20° C.

3.3 Amplificacdo dos locos de microssatélites e genotipagem

Para caracterizar geneticamente os grupos de estudo foram utilizados

10 primers homadlogos isolados especificamente para Leontopithecus chrysopygus
(PEREZ-SWEENEY et al.,, 2005), nove primers heterdlogos descritos para
Leontopithecus chrysomelas (GALBUSERA; GILLEMOT, 2007) e cinco primers

heter6logos descritos para Leontopithecus

FLEISCHER, 2001) (Tabela 2).

rosalia (GRATIVOL;

BALLOU;

Tabela 2-Sequéncias foward e reverse dos primers de microssatélites que serdo usados neste trabalho.

Especie Locos Sequéncia do Primer (5’ - 3°) Ta (°C)
Testados
L.chrysopygus Leon2 F.:CTGCTTCTTGTTCCACTTCTTCTC 55

R: GTTTGGGTGGTTGCCAAG

Leon15c85 F: CTGATCCTTGAAGCAGCATTG 60
R: GGTTAAAGGGGTTCGTTCTGTG

Leon21c75 F: CAGTTGAGGGAACAGGAATTA 60
R: CACTGCACTGACAGAGCAAG

Leon3c20 F: CTGTATGTGATCGCTTTTACCTG 60
R: AAGGCAATCTAACTAATCAACACTC

Leon31c97 F: TGGTCCAGAGAAATGATGTC 58
R: GTAATTCCTTGGATTTATGCC

Leonl11lc72 F: AGGATTACAGGTGCCCAC 60
R: TTGCATATTGTGTTCAACTTC

Leon35c42 F: GTGGAAAGGTTTCAGAATATC 60
R: TGCAGTTGTCCACACTTTA

Leon30c73 F: GGACCTGATTGAAGCAGTC 60
R: TTCCCTGAGAATCTAATGGAG

Leon26¢c10 F: TTCATCTCAATGACACGAAAC 58
R: CATCGAGTGTCCTGCTGT

Leon27c13 F: AAGCGCAGATTTATTGATAGG 60
R: TGCAGGTAAATGATGGTAATG

L. crysomelas LchuO1 F:GCTCAGGTGTTATTTATGTCCAAA

R:GTTTCTTGCAACTATCTTGCATGTTCTGC 58

Lchu02 F: AGATTCTGCCTCAAGAAATTCAGT
R: GTTTCTTTCTAGATCCAGGTCGGCAAT 58



Lchu03

F: AAGGCATGATGTATCTTGTTCTCA
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R:GTTTCTTATCTTTCTGTATGTGTCTCCCTGTC 58
Lchu04 F: TGACCAAAGAAAATGCAAAA

R: GTTTCTTGCACAGGGTATTTAGCAGGA 55
Lchu05 F: TGATGCTAAAACAGAAGCATTT

R: GTTTCTTGTCCTGATGTTCACAAAACCT 55
Lchu06 F: GCCTTAATTAGCACCAGAACC

R: GTTTCTTACCACTCCAAGCCTTCAGTA 55
Lchu07 F: TCTCATTTCTTCTCATGGACTC

R: GTTTCTTCTTGACTCACAGCATGACCT 55
Lchu08 F: CACGGCAATGTGGGAATAA

R: GTTTCTTTTCAGTAGTTGGGACTGGGATAA 58
Lchu09 F: TTCATTGTAGCATTGTTGGTCAT

R GTTTCTTTTGCCTCCTCATAGTTCCTCAT 58

L. rosalia Lr.P2BH6 F: TCTGTTTGAATCCCCAGTCC 55

R: GCAGTCCCTCAAGGTTTTCT
Lr.PS5BE6 F: TGTGCATGCTTGCCTGTGTC 55

R: ATCTCACTGGACCCACCT
Lr.P3AF1 F: CCATCCTGGCCAACATAGGT 62

R: GTAGCTGGGATTACAGGCAC

As reacOes de amplificacdo foram realizadas seguindo o protocolo de

Schuelke (2000). Neste protocolo adiciona-se a PCR um terceiro primer universal M13

marcado com um fluoréforo (FAM, HEX ou TET) e uma cauda complementar M13 é

adicionada em um dos primers (forward ou reverse) flanqueador do microssatélite

(Figura 4).
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Figura 4- A figura representa a reagéo de amplificagdo usando a cauda universal M13. A. Primer forward
0 qual tem adicionado a cauda M13. B. Primer reverse. C. Cauda M13 marcada com fluoréforo FAM.
D. Anelamento dos primers especificos as regides flanqueadoras os e amplificacdo do fragmento. E.
Anelamento da cauda M13 a sua sequéncia complementar. F. DNA microssatélite amplificado junto

com a cauda M13 marcada com fluoréforo.

Sequéncia forware com cauda M13 (18pb)

Sequéncia reverse

C
m Cauda M13(18pb) com fluoréforo FAM

Fragmento de DNA

Fonte: Adaptado de Schuelke (2000)

As PCRs foram realizadas usando-se 5 uL de GoTag® (PROMEGA), 0,7
ML de cada um dos trés primer, 0,3 yL BSA (10mg/ml), 0,15 yL MgCl2 (50mn/ uL), 1
ML de DNA (50ng) e 1,45 pL de agua milli-Q para completar um volume final de 10 pL
de reagdo. O ciclo de PCR incluiu: uma etapa de desnaturagdo a 94° por 5 min,
seguido de 30 ciclos de 30” s a 94°C, um gradiente de alinhamento especifico para
cada loco durante 45” e mais 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 extenséo de final 72°C por 10 min.

Os produtos de amplificacdo foram observados através da analise
eletroforética de 2 yL de cada amostra com 1 yL de azul de bromofenol e 1 uL de

GelRed (Uniscience), aplicados em gel de agarose 2% e submetidos a voltagem
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constante de 100V por 35 minutos. Os fragmentos amplificados foram genotipados
em sequenciador MegaBACE na empresa DNA Consult Genética e Biotecnologia
(Séo Carlos, SP). Os eletroferogramas foram analisados no programa MegabaseTM
Fragment Profiler (GE Healthcare Life Science) para estabelecimento dos alelos e

genotipos dos individuos.

3.4 Analise dos dados

3.4. 1 Diversidade Genética

As analises de diversidade genética foram feitas para os 37 individuos
do grupo em cativeiro brasileiro, os 14 individuos em 6bito que representam o grupo
da Inglaterra assim como também para os 10 individuos de vida libre que foram
capturados na Floresta Nacional de Cap&o Bonito. E importante ressaltar que no
estudo anteriormente realizado por Caldano et al., 2014, foram testados 20 locos no
total, 10 descrito para a espécie L. chrysopygus oito para L. chrysomelas e dos para
L. rosalia. Neste trabalho foram padronizados mais dos locos, um para a espécie L.
chrysomelas e um para L. rosalia totalizando um painel de 22 locos microssatélites.

A determinacdo do numero de alelos (Na), e dos valores da
heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) foi feita pelo programa GenAlex 6.3
(PEAKALL; SMOUSE, 2006) e a riqueza alélica (Ra) pelo software FSTAT 2.9.3.2
(GOUDET, 2001). Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg entre os pares de locos
foram estimados pelo 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). A corregdo sequencial de
Bonferroni (RICE, 1989) foi utilizada para confirmar as significancias dos resultados
encontrados em todos os testes realizados, corrigindo os intervalos de confianca. Os
coeficiente de endogamia FIS foram determinados em conjunto com os valores de p
para o excesso (PL) e para o déficit de heterozigotos (PS).

Mediante o programa GENHET v3.1, o qual é um pacote para o
programa R foram calculados as cinco mais importantes estimativas heterozigosidade
individual (COULON, 2010). No entanto foram escolhidas duas de essas estimativas
para saber como esta variando a heterozigosidade dentro de cada individuo e para

fins comparativos entre os grupos de cativeiro e a populacdo de vida livre; a
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heterozigosidade padronizada baseada na média da heterozigosidade observada
(Hs_obs) e o indice de relacionamento interno (IR) (COLTMAN et al., 1999).

A presenca de alelos nulos foi checada pelo programa Micro-Checker
(VAN OOSTERHOUT et al., 2004). O contetdo de informacao polimérfica (PIC) de
cada um dos locos foi estimado no programa Cervus 3.0.3 (KALINOWSKI; TAPER,;

MARSHALL, 2007) a partir dos gendétipos e das frequéncias alélicas estabelecidas.

3.4.2 Testes de Paternidade

A percentagem de exclusédo foi calculada com respeito aos genétipos da
descendéncia no programa Cervus. Dados para a probabilidade combinada de
exclusdo e confiabilidade da andlise, com base na probabilidade de que uma
atribuicdo errada de um pai seja detectada na analise de parentesco (JAMIESON; C
S TAYLOR, 1997) foram fornecidos. Para isso foram calculadas a probabilidade de
exclusdo conhecendo somente um dos parentais (Excll) e a probabilidade de
exclusado conhecendo os dois parentais (Excl2). O programa analisou conjuntamente
20 individuos entre reprodutores e a descendéncia considerando-os pertencentes a
uma mesma populacdo. Estes 20 individuos foram escolhidos para as andlises pois
sdo os individuos que tinham dados genoétipos maternos y paternos. Para a
identificacdo do pai mais provavel de cada individuo da prole foram feitas simulacdes
e andlises de paternidade no programa Cervus 3.0.3 (KALINOWSKI; TAPER;
MARSHALL, 2007). . Em seguida, cada macho foi testado para selecionar o0s
individuos com maior possibilidade de paternidade para cada individuo da progénie
testada. A confianca das atribuicbes e o candidato parental mais provavel foram
determinados pelo valor estatistico LOD, o qual é obtido pelo logaritmo natural da
razao da verossimilhanca. Valores LOD negativos indicam que o pai candidato tem
menor probabilidade de ser o verdadeiro pai. Nesta analise, o nivel de confianca,
Relaxed (80% de certeza) e Strict (95% de certeza), que se define como a como a
tolerancia para atribuir um falso positivo, também foi determinado.

A simulacao previa para analisar a viabilidade da anélise de parentesco
e calcular os valores criticos da razao de verossimilhanca foi realizada considerando-
se 1000 rodadas, 10% de erro de genotipagem e 90% para proporcdo de locos

genotipados corretamente.
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ApOs esta etapa foi determinada a paternidade mediante o teorema de
Bayes das atribuicbes incorretamente estabelecidas no programa Cervus. A
probabilidade a piori para garantir imparcialidade no calculo foi de 0,5, devido a uma
probabilidade de 50% do pai testado ser realmente o pai bioldgico do individuo em

guestao.

3.4.3 Estrutura Genética

Para determinar o grau de diferenciacdo genética entre os grupos de
cativeiro brasileiro e da Inglaterra assim como também a diferenciacdo entre estes e
o grupo de vida livra capturado na Floresta Nacional de Capdo Bonito, foram
calculados, a partir da Analise de Variancia Molecular (AMOVA), os indices FST
(WRIGHT, 1965) e RST (SLATKIN, 1995), conforme Weir & Cockerham (1984) e
Michalakis & Excoffier (1996), respectivamente. Estas analises de variancia molecular
foram realizadas utilizando o programa GenAlex (PEAKALL; SMOUSE, 2006), verséo
6.3.

Assim mesmo, foi feita uma andlise fatorial de correspondéncia (FCA)
com o programa GENETIX (BELKHIR et al., 1996), versado 4.05.2 com a finalidade de
comprovar a diferenciacdo mostrada pelo AMOVA. A andlise fatorial de
correspondéncia (FCA) é um método de analise multidimensional, equivalente a
analise de componentes principais (PCA), a qual é adaptada ao estudo de tabelas de
contingéncia e de frequéncias. Por meio desta analise pode-se representar de forma
simultanea as observacdes e as variaveis, que neste caso representam os dois grupos
(vida livre e cativeiro) e seus alelos. Adicionalmente, esta andlise tem a vantagem de
identificar os alelos mais discriminantes. E uma anélise exploratdria que detecta a
melhor combinacéo linear das variaveis (frequéncias alélicas em diferentes locos) e
descreve a variagdo entre os individuos amostrados, otimizando as diferencas entre
estes. Desta maneira, a relacéo entre os individuos pode ser visualizada em dois ou

trés eixos em um grafico bi ou tridimensional.
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4. RESULTADOS

4.1 Studbook e anélise de pedigree

De acordo com o registro genealogico, o numero total de individuos
mantido em cativeiro desde 1973 € de 492 micos-ledes-pretos. Entretanto, quatro
individuos ndo possuem informacdes completas e por isso ndo foram incluidos nas
andlises no presente trabalho. A analise do Studbook pelo programa Pedigree Viewer
(KINGHORN, 1994) demonstrou que os demais 488 individuos descendem
inicialmente do estabelecimento de sete possiveis fundadores (4 fémeas, 3 machos),
todos selvagens, capturados na regido atualmente pertencente ao Parque Estadual
Morro do Diabo. Ao longo dos anos 1985 até o ano 2010 foram introduzimos mais 27
individuos de vida livre totalizando 34 individuos registrados no livro genealégico como
fundadores.

A analise no programa PedScope estimou 0s seguintes parametros para
28 fundadores que constam com a informag&o completa no Studbook: contribuigéo
dos fundadores (propor¢cao dos genes na populacéo atual, devido aos fundadores),
alelos retidos (proporcao dos genes que provavelmente estardo na populacdo atual)
e 0s genomas fundadores unicos (GU) (probabilidade de que genes dos fundadores
estejam somente presentes em normalmente um membro da populacdo atual). A
probabilidade de alelos retidos e os genomas Unicos foram calculados atraves da
analise gene-drop (Tabela 3).
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Tabela 3-Pardmetros estimados pelo programa PedScope para 28 fundadores. A tabela mostra a identificacdo de cada fundador (ID), o lugar de captura; MD:
Morro do Diabo; RB: Rio Bonito; BR: Capéao Bonito; Contribuicdo de cada fundador; Alelos retidos; Genomas fundadores Unicos (G U), Sexo; Nimero total de

prole contribuinte por cada fundador; Nimero de prole do sexo masculino; Namero de prole de sexo feminino y Nimero de prole de sexo desconhecido.

ID Origem Contribuicao Alelos Retidos GU Sexo #Prole #Prole #Prole #Prole
Q 3 Unk

006 MD 0,16 1,00 0,00 F 11 4 7 -
073 MD 0,14 1,00 M 27 15 12 -
074 MD 0,14 1,00 - F 25 15 10

001 MD 0,10 0,87 - M 25 14 10 1
003 MD 0,09 1,00 0,00 M 6 3 3 -
005 MD 0,07 0,99 0,00 M 6 2 4 -
076 MD 0,07 1,00 0,00 F 11 6 5 -
002 MD 0,06 0,98 0,00 F 12 6 6 -
091 MD 0,03 1,00 0,00 F 12 3 6 3
096 MD 0,03 1,00 0,00 M 14 5 6 3
075 MD 0,02 1,00 0,00 M 11 7 1 3
089 MD 0,01 0,98 0,03 F 6 3 1 2
095 MD 0,01 0,98 0,02 F 6 4 - 2
097 MD 0,01 0,88 0,04 M 3 2 1 -
098 MD 0,01 0,87 0,04 F 3 2 1 -
099 MD 0,01 0,94 0,05 M 4 3 1 -
100 MD 0,01 0,94 0,05 F 4 3 1

293 - 0,01 0,93 0,02 M 4 2 2 2
430 BR 0,01 1,00 0,00 F 13 5 6 2
004 MD 0,00 0,50 0,08 F 1 1 - -
037 - 0,00 0,50 1,00 M 1 - - -
092 MD 0,00 0,50 1,00 F 1 1

093 MD 0,00 0,87 0,25 M 3 1 - 2
094 MD 0,00 0,87 0,25 F 3 1 - 2
103 MD 0,00 0,50 1,00 M 1 - - -
170 RB 0,00 0,50 1,00 M 1 1 - 1
171 RB 0,00 0,75 0,50 F 2 - - -
464 MD 0,00 0,75 0,51 M 2 2 - -
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No total, os 28 fundadores deram origem a 218 individuos dos 492
reportados na atualizagdo mais recente do Studbook. E possivel observar que o
individuo fundador 006 tem a maior contribuicdo na populacdo atual, seguido dos
individuos 073 e 074. Além disso, eles possuem 100% dos genes representados na
populacdo atual. O restante dos individuos e sua contribuicdo, alelos retidos e
genomas unicos sao mostrados na tabela 3.

Em relacdo a totalidade dos individuos mantidos em cativeiro desde a
fundacdo foi possivel observar que somente 131 individuos (27%) deixaram
descendéncia e apenas 37, dos 131, atualmente possuem descendentes vivos. Uma
analise mais detalhada do registro genealdgico mostrou que a contribuicdo dos
parentais é desigual, sendo que a grande maioria dos individuos cativos ao longo das
geragdes ndo produz nenhuma descendéncia e a prole resultante € proveniente de
um reduzido numero de reprodutores. O numero total de pais e maes contribuintes
desde a fundacéo foi de 63 e 68 individuos, respetivamente. O tamanho maximo da
familia paterna foi de 30 animais e da familia materna de 29.

Desta forma, observamos que dos 131 individuos de mico-ledo-preto
gue deixaram descendéncia, 81 individuos (78%) provém de acasalamentos entre
irmaos completos, ou seja, consistem em descendentes da primeira ordem relativa. A
representacdo gréfica do pedigree do mico-ledo-preto de acordo com o registro
genealdgico, como produzido pelo Pedigree Viewer, revelou nove geracdes (Figura 5)
com varios individuos ndo reprodutores e alguns individuos com alta taxa de
reproducédo (Por exemplo, o animal com Studbook # 430 é mé&e de 14 individuos que
fazem parte do zooldgico de Sao Paulo, e que ainda se presumem vivos na colbénia
cativa). O numero de individuos se reproduzindo em cada geracdo é menor em
relacdo ao o total de individuos nascidos em cada uma destas geracdes como €
mostrado no grafico 6 no qual também se mostra a variacdo média da endogamia de

heredograma al longo das 9 geracoes.
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Figura 5-Representacdo grafica da coldnia cativa do Mico-ledo-preto segundo dados do Studbook. G1
representa os fundadores selvagens. G2 —G9 representam o0s descendentes. Linhas rosa indicam os

machns | inhas verdes indicam fémeas.
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Figura 6- Numero de individuos reproduzindo-se em cada geracéo em relacédo ao total de nimero de
individuos por geracgéo. A linha rosa mostra a variagdo do coeficiente de endogamia de heredograma
ao longo das 9 geragoes.
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O crescimento anual do grupo de cativeiro de mico-ledo-preto teve uma
média de 11,46 individuos nascidos desde 1973. No ano 1993 foi observado um
elevado numero de nascimentos (33), no entanto, nos anos subsequentes se
observou uma queda nesse numero (Figura 7). Até o ano 2013, o Studbook reportou
37 individuos compondo o grupo em cativeiro no Brasil, sendo16 animais pertencentes
a Fundacdo Parque Zoologico de S&do Paulo, 17 ao Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro, e quatro ao Parque Ecoldgico de Sdo Paulo. Nove individuos compdem o

grupo em cativeiro na Inglaterra.

Figura 7- Numero de individuos na populacéo cativa de 1973 e 2013. O grande declinio na populagdo entre 1999

e 2013 foi em grande parte devido a animais com pouca taxa de reproducao.
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Ano de nascimento

A estrutura etaria da populacao atual é relativamente jovem, pois a
maioria dos micos-ledes esta em uma faixa entre os quatro e sete anos de idade. No
entanto, ndo ha um equilibrio entre o0 nimero de machos e fémeas, 0 que seria
esperado para uma populacdo em rapido crescimento (Figura 8). Ao contrario, €
observado um déficit de fémeas na classe de idade de 0-1 ano, devido a alta taxa de
mortalidade dos filhotes, 0os quais em sua maioria consistem em fémeas. Em relagéo
a epoca de nascimento, foi observado que grande parte dos micos ledes em cativeiro
nasceu nos meses de outubro (33,3%) e setembro (22%). No més de janeiro foi
registrada uma propor¢ao de 19% dos nascimentos, sendo que o restante dos

nascimentos (24,4%) ocorreu nos meses de fevereiro, agosto, novembro e dezembro.
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Figura 8- Estrutura etaria da populagdo atual do mico-ledo-preto. Em cinza claro sdo representadas
as fémeas; em cinza escuro sao representados os machos. E observado um défice de fémeas na
classe de idade de 0-3.
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Considerando-se que o periodo de gestacdo desta espécie tem a
duracéo de 125 dias, em média a concepcdo dos animais foi assumida como tendo
inicio no més de junho. Alguns dados fornecidos pelo CPRJ mostraram que a idade
minima no momento da concepgéo foi de 24 meses, para este recinto. E interessante
notar qgue o CPRJ conta com dois casais reprodutivos: stud# 312- 408 (casal 1) e stud#
387-stud#400 (casal 2). O casal 1 teve onze experiéncias reprodutivas enquanto que
0 casal 2 teve somente quatro experiéncias. A fémea 408 (casal 1) produziu uma prole
total de 18 individuos ao longo dessas 11 reproducfes. Esta fémea comecou a
reproducao com dois anos de idade e o macho reprodutor com oito anos. A fémea do
casal dois teve uma prole total de sete individuos. Sua primeira reproducéo foi aos
seis anos de idade e o macho reprodutor aos nove anos. A taxa de mortalidade
neonatal foi de 24%. Dados da FPZSP mostram que a idade minima da primeira
reproducao neste recinto foi de 3 anos aproximadamente. A fémea como Studbook
#430 é a atual reprodutora deste zoolégico com 7 eventos reprodutivos e 13 filhotes
nascidos. A taxa de mortalidade neonatal resultou em 11, 76%

De acordo com os parametros genéticos, a proporcdo de diversidade
genética retida a partir da populagéo fundadora € de 87,8%, com cerca de 12 genomas

fundadores equivalentes. O parentesco médio foi de 0,122, com uma variagao
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individual de 0,026 a 0,173 (Figura 9). Um parentesco médio de 0,125 equivale a um

individuo em média estar relacionado com a popula¢do em nivel de meio irmao.

Figura 9- Distribuicdo da frequéncia do relacionamento médio (MK) medido a partir de dados de
Studbook. O parentesco médio de 0,125 é equivalente a um individuo estar relacionado com a

populacdo em média meio irméo.
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O numero de equivalentes fundadores e o numero efetivo de ancestrais
foi de 12,23 e 10,82, respetivamente. O coeficiente de endogamia médio (F)
determinado com base na analise do pedigree mostrou um valor médio de F=0.0502,
com um intervalo de 0 a 0,22559. Entretanto, € provavel que este coeficiente assuma
um valor ainda maior devido a uma possivel sobre estimativa do verdadeiro nUmero
de fundadores, e a possibilidade de alguns destes individuos serem relacionados. Na
tabela 4 sdo apresentados os valores maximos e médios da endogamia por geragéo.
Na figura 10 é representada a porcentagem de individuos em cada nivel de endogamia
desde a fundacdo em cativeiro.

Tabela 4-Valores maximos e médios do coeficiente de endogamia calculada com base no Studbook
por geracdo. Se destaca também o nimero de individuos por cada geracao.

Geracodes Individuos/ geracao F méaximo/geracado Endogamia/geracéao
1 28 0 0
2 64 0 0
3 52 0 0
4 33 0,125 0,058
5 56 0,125 0,033
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6 84 0,140 0,028
7 111 0,125 0,069
8 36 0,181 0,152
9 24 0,215 0,211

Figura 10-Porcentagem de individuos em cada nivel de endogamia desde a fundacao.
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Em relacéo aos valores de endogamia de heredograma (F) foi assumido
gue os individuos fundadores ndo possuem nenhum relacionamento, sendo, portando,
este valor igual a zero. Considerando essa premissa, o valor de F observado nas trés
primeiras geracdes é zero, sendo que a partir da quarta geracdo € observado um
aumento no valor médio de F, nas gera¢fes 5 e 6 uma diminuicdo e a partir da sétima
geracdo ha um incremento significativo por geracdo (Figura 11). Esses resultados
mostraram que os hiveis de endogamia de heredograma estdo aumentando ao longo
das geracdes no grupo brasileiro mantido em cativeiro. Quando avaliado o valor
méximo do F por geracdo, foi possivel observar um alto valor de F nas ultimas
geracdes, sendo por exemplo observado um F max igual a 0,21582 na geracdo G9
(Figura 11).
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Figura 11- Variacdo do coeficiente de endogamia médio (F) ao longo das geracbes (Cinza).
Coeficiente de endogamia maximo em cada geracao (Preto).
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Com a finalidade de estudar os possiveis efeitos dessa endogamia na
colénia em cativeiro foi feita uma analise de correlacdo de Spearman entre 0s
coeficientes de endogamia e a percentagem de individuos que sobrevivem até a idade
reprodutiva (18 meses de idade). A endogamia mostrou correlacdo negativa com a
sobrevivéncia. Entretanto esta ndo foi significativa (n = 9, p <0,005) (Figura 12). O
valor de r? igual a 0,1982 significa que a percentagem de individuos sobreviventes até

0s 18 meses € capaz de explicar somente 20% da variabilidade observada nos

coeficientes de endogamia médios.



54

Figura 12- Correlagao entre o percentual de individuos sobreviventes até os 18 meses de idade
e o coeficiente médio de endogamia dos individuos encontrados no grupo cativo do Mico-Leéo-
Preto (n = 9 p <0,001).
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4.2 Andlise de Diversidade Genética

Os testes utilizando 22 locos de microssatélites demonstraram padrées
de amplificacdo satisfatorios no mico-ledo-preto. Entretanto, os locos Lchu02, Lchu04,
Lchu05, Lchu09, Leon26¢10 e Leon27¢13 mostraram-se monomorficos. Foi detectada
a presenca de alelos nulos nos locos Lchu02 e Lchu03, sendo que o loco Lchu03
também apresentou stutters. O loco Lchu02 apresentou um excesso de homozigotos
para todas as classes alélicas. Por esse motivo tanto os locos monomarficos como 0s
gue apresentaram alelos nulos foram removidos das analises posteriores.

A tabela 5 apresenta os valores relativos ao nimero de alelos e tamanho
dos fragmentos obtidos para os 15 locos que apresentaram polimorfismo no presente
trabalho. Dados publicados na literatura para as espécies mico-ledo-dourado, mico-
ledo-de-cara-preta e mico-ledo-preto (GALBUSERA; GILLEMOT, 2007; GRATIVOL,;
BALLOU; FLEISCHER, 2001; PEREZ-SWEENEY et al., 2005) também sé&o
apresentados.

Apds a genotipagem e andlise dos eletroferogramas, o conteudo de
informacéo polimérfica (PIC) calculado mostrou que os locos LchuOl1, Lhu07 e 3¢c20
sdo altamente informativos e que os demais locos sao razoavelmente informativos
(Tabela 5), considerando os critérios de BOTSTEIN et al. (1980). Foi encontrado um
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valor médio de PIC= 0,44 para os marcadores testados, indicando que o conjunto de

locos utilizado é considerado razoavelmente informativo para esta espécie (Tabela 5).

Tabela 5- Locos microssatélites polimérficos no mico-ledo-preto. O nimero de alelos (Na) e o tamanho
dos fragmentos amplificados nesse estudo séo comparados aos resultados obtidos nas espécies onde
os polimorfismos foram descritos. O tamanho dos alelos considera os 18pb da cauda M13. PIC:
Conteudo de informacéo polimorfica dos locos com dados desse trabalho.

Loci Na espécie Na nesse Tamanho dos  Tamanho dos PIC
original Estudo Fragmentos na  Fragmentos
Espécie nesse
original Estudo
LchuOl 3 6 188-196 183-223 0.634
Lchu06 3 3 161-171 193-195 0,461
Lchu07 3 3 319-325 293-346 0,539
Lchu08 5 6 209-219 226-290 0.468
Lr.P5BH6 6 3 102 134-138 0.491
Lr.P5SBEG6 5 2 108 120-130 0.375
Lr.P3AF1 6 2 128 126-130 0.375
Leon2 2 3 206-208 223-225 0.402
Leon15c85 2 3 270-274 286-296 0.393
Leon21c75 3 2 278-282 294-296 0.375
Leon3c20 2 4 294-296 312-314 0.623
Leon31c97 4 2 311-323 328-340 0.352
Leon30c73 6 2 255-269 276-284 0.373
Leon35c42 3 2 201-205 219-223 0.368
Leonllc72 2 2 296-304 307-323 0.375
Media 3,0 0.4402

Considerando-se a totalidade dos locos em ambos o0s grupos em
cativeiro, do Brasil e da Inglaterra, um total de 45 alelos foi detectado, sendo
observada uma variacdo de dois (Lr.P5Bh6, Lr.P5be6, Lr.P3AF1l, Leon21c75,
Leon31c96, Leon30c73, Leon35c42, Leonllc72) a seis alelos por loco (LchuOl,
Lchu08) e uma média de 3,0 alelos por loco. Quando estes dados foram comparados
com o grupo de vida-livre, foi observado um total de 38 alelos na colonia brasileira, 30
alelos na populagéo de Capéao Bonito e 30 no Zoologico de Durrell da Inglaterra. Oito
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alelos foram considerados privados no grupo brasileiro e seis no grupo da Inglaterra
e na populacao selvagem. A lista dos alelos privados nos dois grupos e a frequéncia
de cada um deles € apresentada no Anexo 1. A distribuicéo da frequéncia alélica para
0s quinze locos comparando-se 0s genotipos dos grupos em cativeiro e em vida livra

encontra-se ilustrada na Figura 13.
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Figura 13- Distribuicdo das frequéncias alélicas dos grupos em cativeiro e da populagcdo de Capéo Bonito do Mico-ledo-preto.
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As estimativas de diversidade genética baseadas nos valores de
heterozigosidade observada (Ho), esperada (He) e riqueza alélica e os valores de p
estdo resumidos na tabela 6. Valores de p significativos para auséncia de Equilibrio
de Hardy-Weinberg foram observados em 9 locos analisados na col6nia brasileira e 6
e nenhum na populagdo de Capéo Bonito no grupo da Inglaterra apds a correcdo

sequencial de Bonferroni (0,0033<a>0,05), devido a um excesso de heterozigotos.

Tabela 6- Diversidade genética do mico-ledo-preto do grupo Brasileiro, da Inglaterra e da populagéo
selvagem de Capdo Bonito baseadas nos dados de quinze locos de microssatélites heterélogos e
homélogos. Numero de individuos analisados (N), a heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He), riqueza alélica (Ra), valor de p obtido para o equilibrio de Hardy-
Weinberg (PEHW).

Loco N NA RA HO HE Penw Fis p p
Larger Smaller
Cativeiro-
Brasil
Lchu01 37 4 2,762 0,541 0,505 0,9950 -0,066 0,7033 0,4344
Lchu06 37 2 2,000 0,973 0,500 0,0000* -0,946 1,0000 0,0011
Lchu07 37 2 2,000 0,919 0,497 0,0000* -0,846 1,0000 0,0011
Lchu08 37 4 2,625 0,243 0,268  0,2560 0,105 0,2978  0,9089
Lr.P2BH6 37 2 2,000 0,757 0,482 0,0008* -0,560 1,0000 0,0011
Lr.P5BE6 37 2 2,000 0,838 0,499 0,0000* -0,673 1,0000 0,0011
Lr.P3AF1 37 2 2,000 1,000 0,500 0,0000* -1,000 1,0000 0,0011
Leon2 37 3 2,345 0,784 0,523 0,9789  -0,489 1,0000 0,0011
Leon15c85 37 3 2,648 0,459 0,378 0,0923  -0,202 1,0000 0,1089
Leon21c75 37 2 2,000 1,000 0,500 0,0000* -1,000 1,0000 0,0011
Leon3c20 37 4 3,705 0,162 0,698 0,0000* 0,773 0,0011  1,0000
Leon31c97 37 2 2,000 0,757 0,491 0,0014 -0,532 1,0000 0,0011
Leon30c73 37 2 2,000 0,811 0,491 0,0000* -0,644 1,0000 0,0022
Leon35c42 37 2 2,000 0,622 0,500 0,1377 -0,230 0,9500 0,1544
Leonllc72 37 2 2,000 1,000 0,500 0,0000* -1,000 1,0000 0,0011
Média 2,272 0,724 0,489 -0,472
Cativeiro- N Na Ra Ho He Penw Fis p p
Inglaterra Larger Smaller
Lchu01 15 2 1,934 0,133 0,231  0,2007 0,451 0,2100 0,9967
Lchu06 11 3 2,636 0,545 0,492 05995 -0,062 0,7511 0,6078
Lchu07 7 1 1,000 0,000 0,000 - - _ _
Lchu08 8 2 2,000 1,000 0,500 0,0196 -1,000 -1,0000 0,0167
Lr.P2BH6 10 2 2,000 0,700 0,495 0,3042 -0,370 0,9711 0,3122
Lr.P5BE6 10 2 2,000 1,000 0,500 0,00552 -1,000 1,0000 0,0089
Lr.P3AF1 9 2 2,000 1,000 0,500 0,0102 -1,000 1,0000 0,0122
Leon2 16 2 2,000 0,875 0,492 0,0046* -0,765 1,0000 0,0056
Leon15c85 16 2 2,000 1,000 0,500 0,0000* -1,000 1,0000 0,0011
Leon21c75 16 2 2,000 1,000 0,500 0,0001* -1,000 1,0000 0,0011
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Leon3c20 16 2 2,000 0,938 0,498 0,0008* -0,875 1,0000 0,0022
Leon31c97 10 2 1,700 0,100 0,095 - 0,000 1,0000 1,0000
Leon30c73 16 2 2,000 1,000 0,500 0,0001* -1,000 1,0000 0,0011
Leon35c42 16 2 1,991 0,438 0,342 0,4349  -0,250 1,0000 0,4356
Leonllc72 11 2 2,000 1,000 0,500 0,0027* -1,000 1,0000 0,00033
Média 1,950 0,715 0,489 -0,727

Vida livre- N Na Ra Ho He Penw Fis p p
Capao Larger Smaller
Bonito
Lchu01 10 1 1,000 0,000 0,000 - - - -
Lchu06 10 2 2,000 1,000 0,500 0,0058  -1,000 1,000 0,0067
Lchu07 10 2 2,000 1,000 0,500 0,0057  -1,000 1,000 0,0100
Lchu08 10 2 1,997 0,400 0,320 0,6942  -0,200 1,000 0,6878

Lr.P2BH6 10 2 1,997 0,400 0,320 0,6927  -0,200 1,000 0,6978

Lr.P5BE6 10 1 1,000 0,000 0,000 - - - -

Lr.P3AF1 10 2 2,000 1,000 0,580 0,0059 -1,000 1,000 0,0056

Leon2 10 2 2,000 0,800 0,480 0,0923 -0.636 1,000 0,0867
Leon15c85 10 2 2,000 0,400 0,480 0,4798 0,217 0,4567 0,9111
Leon21c75 10 3 2,921 1,000 0,580 0,0055 -0,698 1,000 0,0078

Leon3c20 10 2 2,000 0,800 0,480 0,0897 -0,636 1,000 0,978
Leon31c97 10 3 2,700 0,800 0,515 0,0883 -0,516 1,000 0,1067
Leon30c73 10 2 2,000 1,000 0,500 0,0056  -1,000 1,000 0,0044
Leon35c42 10 2 2,000 0,500 0,375 0,5210 -0,286 1,000 0,5000
Leonllc72 10 2 2,000 1,000 0,500 0,0053 -1,000 1,000 0,0033

Média 1,974 0,673 0,403 -0,639

*Valores de p significativos.

A riqueza alélica teve uma variacéo de 2 a 3,7 alelos como uma média
de 2,27 alelos por loco para o grupo do Brasil, de 1,7 a 2,6 alelos por loco com uma
meédia de 1,95 alelos por loco para o grupo da Inglaterra e de 1,0 a 2,9 alelos como
uma média de 1,974 alelos por loco como mostrado na tabela 6. A heterozigosidade
esperada teve uma variacao de 0,268 (Lchu08) a 0,698 (Leon3c20), com um valor
médio 0,489 para todos os locos analisados no grupo em cativeiro no Brasil. No grupo
da Inglaterra a heterozigosidade esperada teve uma variacao de 0,000 a 0,500, com
um valor médio de 0,489. O valor médio de heterozigosidade esperada na populacao
selvagem foi 0,403, similar a heterozigosidade média observada no grupo cativo
brasileiro. O indice FIS (endogamia de sistema de acasalamento) sugeriu déficit de
heterozigotos em duas de 53 comparacdes realizadas em ambos grupos em cativeiro.
Nenhum dos locos mostrou diferencgas significativas. O coeficiente de endogamia (Fis)
meédio foi de -0,472, -0,727 e 0,639 para os trés grupos que indica um sistema de

exogamia (fuga da endogamia).
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As analises de heterozigosidade individual (AMOS et al., 2001) foram
realizadas para fins unicamente comparativos entre os individuos em cativeiro ainda
vivos e a populacdo selvagem. Cinco estimadores de heterozigosidade individual
descritos na literatura foram determinados. Os valores de cada estimador para cada
individuo séo apresentados no Anexo 2. Dois destes estimadores foram selecionados
para as andlises posteriores: heterozigosidade individual padronizada com base na
meédia da heterozigosidade observada (Hs_obs) e o relacionamento interno (IR). O
primeiro (Hs_obs) € um estimador altamente conservador, descrito na literatura para
ser utilizado em dados que exibem alelos nulos ou alelo dropout. O segundo (IR) é um
bom estimador de heterozigosidade individual, pois € mais eficiente em populacdes
com alto grau de endogamia. Ambos os estimadores foram estabelecidos para cada
individuo usando a medida de relacionamento interno (IR) e heterozigosidade
padronizada (Hs_obs). Para determinar o grau em que essas variaveis estdo medindo
propriedades semelhantes, estas foram correlacionadas entre si. A correlagéao foi
estatisticamente significativa com IR e Hs_obs apresentando-se fortemente
correlacionadas (r=-0,93, p<0,05). As distribui¢cdes de frequéncia das duas variaveis

s@o mostradas na figura 14.

Figura 14- Distribuicdo da frequéncia de (a) relacionamento interno (IR) coldnia cativa (b) IR populagéo

Capéo Bonito ;(c)Hs_obs colbnia cativa; (d) Hs_obs populacdo Capé&o Bonito.
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4.3 Anélise de Paternidade

4.3.1 Probabilidade de Exclusao

Neste trabalho foi calculada a probabilidade de exclusdo conhecendo um
dos parentais (Excll) e conhecendo ambos parentais (Excl2). A probabilidade de
exclusdo para o total de locos conhecendo-se um dos pais foi de 0,14756709 e
conhecendo-se ambos os pais foi de 0,00511602. Estes valores indicam que a
probabilidade de que o casal indicado como parental ndo seja correta € de 0,51 %,
sugerindo que de fato a alocacdo feita é confiavel, uma vez que as probabilidades de

gue os parentais sejam diferentes dos indicados é muito baixa.

4.3.2. Inferéncias Estatisticas por meio da razao de verossimilhanca mediante

0 programa Cervus

Os testes de verificacdo de paternidade para as 20 progénies com
informacao do gendtipo materno em pelo menos 15 locos e os limites criticos de delta
gerados pela simulacdo, com 1.000 rodadas com nivel de confianca restrito (95%) e

relaxado (80%), sado apresentados na tabela 7.
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Tabela 7- Limites de delta estabelecidos por meio de simulacdo (r=10.000) mediante o programa
Cervus, para dois casos: 1. Pai possui gendtipo desconhecido. 2. Pai com o genétipo da mée

conhecido. Entre paréntesis se mostra a porcentagem de casos de paternidade resolvidos nos dados

apresentados.
Caso 1 Caso 2
Confianca 95% 1,95(42%) 0,82(81%)
Confianca 80% 0,08(91%) 0,00 (90%)

Quando o gendtipo da mae foi informado, o programa Cervus conseguiu
solucionar 14 (70%) paternidades, com 80% de confianga. Quando néo foi informado
0 gendtipo da mae, 15 (70%) paternidades foram solucionadas, restando, no entanto,
cinco casos ndo resolvidos. Na tabela 8 estdo os resultados de teste de paternidade
obtidos, atribuindo-se um pai candidato para cada filho. O teste de paternidade
mostrou que ha seis atribui¢cdes incorretas. Com nivel de confianca de 95% e de 80
%, os valores de pontuacdo delta sdo maiores ao valor critico estabelecido na

simulagéo.

Tabela 8- Resultados da prova de paternidade por meio da razdo de verossimilhanca mediante o
programa Cervus.

ID Loci ID mée Pai Atribuig Par Par NC Trio Trio

filhos genotipad Candidato ao LOD Delta LOD Delta
0s Cervus Score Score score

BLT3 15 BLT5 BLT4 BLT4 1,07 0,00 1,90 2,13
BLT8 15 BLT7 BLT11 BLT11 6,99 1,03 + 1,59 9,20
BLT9 15 BLT7 BLT11 BLT11 6,99 1,03 + 1,59 9,20
BLT13 15 BLT7 BLT11 BLT11 2,05 1,03 + 2,23 9,20
BLT14 15 BLT13 BLT12 BLT12 1,01 0,00 1,56 1,56

BLT15 15 BLT13 BLT12 BLT12 2,71 2,02 * 3,79 3,79
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BLT17 15 BLT19 BLT16 BLT16 -5,99 0,00 6,20 6,20
BLT18 15 BLT19 BLT16 BLT16 -1,75 0,00 4,89 4,89
BLT20 15 BLT19 BLT16 BLT16 5,02 1,71 + 6,02 6,02
BLT21 15 BLT19 BLT16 BLT16 -1,75 0,00 4,89 4,89
BLT24 15 BLT23 BLT22 BLT22 2,16 6,37 + 1,18 3,10
BLT25 15 BLT23 BLT22 BLT30 2,20 6,83 + 1,47 6,83
BLT26 15 BLT23 BLT22 BLT22 1,48 6,37 + 6,14 3,10
BLT29 15 BLT23 BLT22 BLT22 2,04 6,83 + 1,33 6,83
BLT32 15 BLT31 BLT30 BLT30 3,46 0,00 9,34 2,96
BLT33 15 BLT31 BLT16 BLT22 1,37 6,37 + 1,72 1,72
BLT35 15 BLT23 BLT22 BLT16 6,85 6,85 i 6,47 6,47
BLT36 15 BLT23 BLT22 BLT16 8,57 8,08 + 7,85 6,75
BLT37 15 BLT23 BLT22 BLT16 3,79 3,79 + 8,60 6,75
BLT38 15 BLT24 BLT22 BLT16 -469 0,00 4,17 4,17

ID: Identificacdo progénie testada. Loci genotipados: nimero de loci genotipados na descendéncia.
ID padre: ldentificagdo do progenitor conhecido. Pai candidato: Pai registrada no Studbook.
Atribuicdo CERVUS: Pai atribuido pelo programa comparando os 15 loci. Par LOD score: logaritmo
natural da razdo da verossimilhanca das relagdes progenitor-progénie entre o pai atribuido e a
descendéncia Delta score: Diferenca da pontuacdo LOD entre os dois pais mais provaveis e a
descendéncia. N.C: Nivel de confian¢a da atribuicdo usando o0 95% (*) e usando 0 80% (+). Trio LOD
score: Logaritmo natural da razdo de verossimilhanca das relacdes progenitor-progénie entre o pai
atribuido pelo programa e descendéncia dada uma mée conhecida. Trio Delta: diferenca da pontuacao
LOD entre os dois pais mais provaveis e a descendéncia dada uma méae conhecida. Em cinza se mostra

as atribuic@es incorretas.



64

4.2.3 Probabilidade de Paternidade

Considerando as atribui¢cdes incorretas, a probabilidade de paternidade
mediante o teorema de Bayes foi determinada com a finalidade de confirmar a
paternidade para estes casos. Os gendtipos individuais considerando-se todos os
locos polimorficos permitiram analisar a estrutura familiar nas distintas progénies em
cativeiro. Para cada progénie incorretamente atribuida, pelo programa Cervus, foi
avaliada a congruéncia mendeliana dos dados genotipicos e foram estimados o indice
de paternidade (IP), o indice de paternidade combinada (IPC) e a probabilidade de
paternidade (W), tendo como base uma probabilidade a priori (PP) de 0,5 (Tabela 9).

Tabela 9- Probabilidade de paternidade mediante o teorema de Bayes para confirmar a paternidade da

progénie incorretamente atribuida pelo programa Cervus.

Individuo BT25 BLT35 BLT36 BLT37
Locos 1P 1P IP IP
LhuO1 1,184 0,865 0,865 1,184
Lchu06 1,033 1,033 1,033 1,033
Lchu07 1,066 1,066 1,066 1,066
Lchu08 1,103 0,551 0,906 1,103

Lr.P2BH6 1,776 1,776 1,776 2,283

Lr.P5BEG6 0,968 0,968 0,968 0,991
Lr.P3Af1 1,000 1,000 1,000 1,000
Leon 2 1,033 1,033 0,989 0,991
15C85 3,546 0,649 0,652 0,852
21C75 1,033 1,000 1,033 1,000
3C20 1,000 1,033 1,000 1,033
31C97 0,888 1,776 0,888 0,888
30C73 1,231 0,841 0,841 1,2315
35c42 1,141 0,888 0,888 1,141
11c72 1,000 1,000 1,000 1,000

IPC 11,68 0,821 0,6427 3,54
W(%) 92,113 45,085 39,124 77,973
Locos BLT38 BLT33

IP IP

LchuO1 0,865 1,184
Lchu06 1,033 1,033
Lchu07 1,066 1,066
Lchu08 1,103 1,103

Lr.P2BH6 2,283 0,888

Lr.P5BEG6 0,991 1,033

Lr.P3Af1 0,992 1,000
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Leon 2 0,991 1,033
15C85 0,852 1,305
21C75 1,000 1,000
3C20 5,813 1,033
31C97 0,888 1,776
30C73 1,231 0,841
35c42 1,141 2,283
11c72 1,000 1,000
IPC 14,56 6,308
W (%) 93,573 86,316

Neste sentido, foi testada a paternidade do individuo BLT33 (o qual, segundo o
Studbook, tem como pai e mae os individuos BLT16 e BLT31, respetivamente) e 0s
individuos BLT25, BLT35, BLT36, BLT37, BLT38 (0s quais, segundo o Studbook, tém
como pai e mae o individuo BLT22 e BLT23, respetivamente). Além disso foi
construido o heredograma com as informacfes sobre as relagBes de parentesco
mostradas pelo programa pelo Pedigree Viewer. A partir do heredograma gerado, foi
possivel observar a formacdo de duas familias distintas dentro das oito geracdes de
micos criados em cativeiro no Brasil (Figura 15), uma delas alocada no CPRJ (quadros
verdes) e outra na FPZSP (quadros azuis).

Sobre a probabilidade de paternidade foi observado que para os
individuos BLT25, BLT37, BLT38 e BLT33 o pai testado tem grande probabilidade de
ser o verdadeiro pai, pois a probabilidade de paternidade (em percentagem) é alta.
Entretanto para os individuos BLT35 e BLT36, a a probabilidade de que o pai testado
seja de fato o pai foi baixa.
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Figura 15- Genealogia do grupo em cativeiro do Mico-Le&o-Preto onde se mostra as relacdes dos micos que tem contribuido para o estabelecimento da colénia

de 37 individuos que atualmente fazem parte da FPZSP, o CPRJ e o PESC. Machos e fémeas sdo representados por circulos y quadrados respetivamente.

Individuos de vida libre séo coloridos de verde e vermelho. Embaixo de cada individuo se mostra o0 niumero da identificacdo no Studbook o numero de

identificacdo que foi dado neste estudo e entre paréntesis 0 nimero da geracao a qual pertence. Encima de cada individuo se mostra o ano de nascimento

el/ou falecimento. Simbolos coloridos em azul= FPZSP; em verde=CPRJ; em rosa= PESC; em amarelo= La Palmyre; em azul claro=Durrell. *Individuos com
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4.4 Estruturacao Genética

4.4.1 Analise Fatorial de Correspondéncia.

O resultado da AFC obtido para os dois grupos avaliados neste trabalho

esta representado na figura 16 em plano definido por trés eixos principais.

Figura 16 - Gréfico da Analise Fatorial de Correspondéncia (FCA), mostrando a distribuicdo das amostras
de cativeiro e da populagdo selvagem nos trés primeiros eixos fatoriais. No circulo laranja sdo agrupados
os individuos do PESC, da FPZSP o do CPRJ. Em verde os individuos do zool4gico de Durrell; em azul

os individuos da populacdo de Capao Bonito.
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O padrao de estruturacdo genética encontrado mostra a formacéo de
trés agrupamentos ao longo dos trés primeiros eixos. O primeiro deles foi formado
exclusivamente pelos individuos provenientes dos diferentes zooldgicos brasileiros
gue incluem os individuos do PESC, a FPZSP e o CPRJ. O segundo, pelo grupo
representado pelos individuos provenientes do zoologico de Durrell e o terceiro grupo
pelos individuos provenientes da regido de Capéao Bonito (Figura 15). O primeiro eixo

da andlise representa 20,85% da variacao total e distingue os trés grupos analisados.
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O segundo e terceiro eixos compreendem, respectivamente, 18,26% e 9,64 da
variacao total.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA), de acordo com os indices
de fixacdo FST e RST, utilizada para o teste de diferenciacdo genética entre os
grupos, mostrou uma diferenciacéo significativa (FST = 0,251 e RST = 0,429, p<0,01)
para as amostras analisadas (Tabela 10). Os valores de FST e RST encontrados
entre os trés grupos foram extremamente elevados, sugerindo um alto nivel de
diferenciacdo genética entre os grupos de cativeiro do Brasil e da Inglaterra e entre

estes e a populacéo de Capao Bonito (Tabela 11).

Tabela 10- Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) baseada em FST e RST para os dados

microssatélites.

Percentagem de variagao

indice Entre Dentro dos Entre Valores indice
individuos individuos Populacgbes de fixacao
FST 0% 81% 19% 0,251
RST 56% 1% 43% 0,429

Tabela 11- Valores de FST (abaixo da diagonal) e de RST (acima da diagonal) obtidos a partir dos

dados Microssatélites.

FPZSP CPRJ Durrell Capéo Bonito
FPZSP 0,043* 0,462* 0,537*
CPRJ 0,094* 0,437* 0,576*
Durrell 0,287* 0,268* 0,359*
Capéao Bonito 0,322* 0,256* 0,322*

*Valores significativos para p <0,05
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5. DISCUSSAO

Ao revisar o Studbook da espécie e analisar o heredograma do grupo
em cativeiro no Brasil foi possivel identificar a existéncia atual de trés familias distintas,
distribuidas na FPZSP, no CPRJ e no PESC. A familia da FPZSP é formada por 14
individuos (467, 473,471,472,491,492,493,494,495,496,502), originados da
reproducao entre a fémea 430 (Kinha) e o macho 412, totalizando 16 animais nesta
familia (Figura 17). No entanto, mais 9 individuos também compdem os animais do
recinto da FPZSP (392,384,464,469,470, 432, 457, 457,421). A segunda familia
identificada pertence ao CPRJ e é formada por 17 individuos, sendo 10 individuos de
origem do casal 408-312 (424,425,426,427,428,431,436,481,486,487). O casal 337-
308 originou trés individuos (385,400,408). O casal 400-487 originou um individuo
somente (488). Finalmente o casal 400-412 originou o individuo 437 (Figura 18). A
familia estabelecida no PESC esta conformada por quatro individuos, sendo que o
casal 399-386 deu origem aos individuos 500 -501 (Figura 19). Os gendtipos de cada

grupo familiar sdo mostrados no Anexo 3.

Figura 17- Grupo Familiar Fundacdo Parque Zoolégico de S&o Paulo. Machos e fémeas sao
representados por circulos y quadrados respetivamente. Individuos de vida libre sdo coloridos de
verde e vermelho. Embaixo de cada individuo se mostra o nimero da identificagdo no Studbook o
namero de identificagdo que foi dado neste estudo e entre paréntesis o nimero da geracao a qual
pertence. Encima de cada individuo se mostra o ano de nascimento e/ou falecimento.
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Embora nosso estudo néo tenha tido acesso as amostras dos nove
individuos vivos atualmente existentes em recintos na Inglaterra, € importante
ressaltar que a maioria deles apresenta alto grau de relacionamento com os 14
individuos analisados neste trabalho, segundo os dados disponiveis no Studbook

(Figura 20).

Figura 18- Grupo Familiar Parque Ecolégico Sao Carlos. Machos e fémeas sao representados por circulos y
guadrados respetivamente. Embaixo de cada individuo se mostra o nimero da identificagcdo no Studbook o
ndmero de identificacdo que foi dado neste estudo e entre paréntesis o nimero da geracéo a qual pertence.

Encima de cada individuo se mostra o ano de nascimento e/ou falecimento.
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Figura 19- Grupo Familiar do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro.
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Machos e fémeas sao

representados por circulos y quadrados respetivamente. Embaixo de cada individuo se mostra o

numero da identificacdo no Studbook o nimero de identificacdo que foi dado neste estudo e entre

paréntesis 0 nimero da geracdo a qual pertence. Encima de cada individuo se mostra o ano de
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Figura 20- Grupo Familiar Inglaterra. Machos e fémeas sdo representados por circulos y quadrados

respetivamente. Embaixo de cada individuo se mostra o nimero da identificacdo no Studbook e o nimero

de identificacdo que foi dado neste estudo. Encima de cada individuo se mostra o ano de nascimento

e/ou falecimento. Em azul individuo vivos; em amarelo espécimenes mortos analisados neste trabalho.
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Considerando a importancia dos atuais grupos familiares para o
programa de conservacao da espécie e o objetivo de manter uma alta diversidade
genética, a compreensado da estrutura da populacdo do mico-ledo-preto em cativeiro
é fundamental. Como mostrado pela analise do Studbook, a reproducao desigual das
linhas fundadoras selvagens muitas vezes conduz ao aumento da endogamia nas
geracOes futuras, e a uma perda da diversidade genética (Lacy, 1989). Este estudo
confirma que a populagédo do mico-ledo-preto em cativeiro apresenta perda de cerca
de 12,2% da diversidade de genética original, conforme os dados disponiveis no
Studbook, considerando o total de animais (viventes e em 0bito). Além disso, foram
observados altos valores de endogamia por geracao, sendo que o parentesco meédio
estimado em 0,122 indica que os individuos estejam relacionados em nivel de meio
irm&os como descrito no trabalho de Ralls e Ballou, 2004. De acordo com o namero
de equivalentes fundadores estabelecido para os grupos cativos no Brasil, seria
necessaria a introducéo de pelo menos seis novos fundadores para manter o mesmo
nivel de diversidade genética atualmente observada nestes grupos.

Quando analisados os dados moleculares foi observado que mesmo
sendo familias estabelecidas em recintos diferentes todos os individuos possuem
varios alelos iguais. Os valores negativos do Fis teoricamente mostram que existe um
sistema de fuga de endogamia (exogamia) o que € indicio que nos recintos estdo
evitando os acasalamentos entre individuos altamente aparentado, no entanto mesmo
gue se estejam evitando esses acasalamentos 0 grau de parentesco entre 0s
individuos € alto como descrito teoricamente descrito por Templeton em 2006.

Segundo Ralls e Ballou 2004, as col6nias em cativeiro deveriam ser uma
reserva tanto demografica como genética. De acordo Valladares-Padua e
colaboradores (2002), se grupos em cativeiro forem manejados como subpopulacées
de uma metapopulacdo, um tamanho populacional de 150 a 200 animais seria
suficiente para manter 95% da diversidade genética da metapopulacéo
(VALLADARES-PADUA, C.B., BALLOU J.D., MARTINS SADDY C., 2002). No
entanto, apenas 88% da diversidade genética desde a fundacao tem sido mantida nos
grupos de mico-ledo-preto em cativeiro no Brasil. A maioria dos animais fundadores
nao conseguiu se reproduzir e, como resultado, a representatividade da populacao

em cativeiro € cada vez menor, tanto demografica como genética (WORMELL, 2012).
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Uma analise feita pelo Studbook keeper do mico-ledo-preto no software
PMX demonstrou que com o tamanho populacional atual dos grupos em cativeiro,
apenas 49% da diversidade genética sera mantida ao longo dos proximos 100 anos.
Por tanto, dadas as metas de gestdo e tendo em conta os valores de pedigree e a
demografia atual desses grupos, seria adequado tentar reproduzir todas as fémeas
adultas em cativeiro, visando o aumento do tamanho da populagdo. Ha também uma
necessidade de comecar a tentar reproduzir mais fémeas em cativeiro para corrigir o
déficit de individuos mais jovens nos grupos de cativeiro. Além de manter viavel as
populacdes em cativeiro, este manejo poderia contribuir para reintroducao de animais
na natureza.

E importante destacar que quando os programas de reproducdo em
cativeiro sdo estabelecidos a partir de um nimero reduzido de reprodutores, como no
caso do mico-ledo-preto, em que em geral ocorre efeito de gargalo, as estimativas de
parentesco e coeficientes endogamia médios costumam ser sobrestimados nas
analises que consideram apenas os dados de pedigree, sendo importante que
andlises moleculares sejam também realizadas com o objetivo de avaliar o status
genético dos grupos avaliados.

No presente trabalho, a analise dos dados moleculares demonstrou que
apesar das diferentes familias representantes do mico-ledo-preto em cativeiro
estarem alocadas em recintos distintos, estas compartilham um grande numero de
alelos. Os valores negativos do Fis teoricamente mostram que existe um sistema de
fuga de endogamia (exogamia), o que pode ser um indicio de que o manejo realizado
nestes recintos esteja evitando acasalamentos entre individuos altamente
aparentados. Entretanto, mesmo evitando-se esses acasalamentos, o grau de
parentesco entre os individuos ainda permanece alto como descrito teoricamente por
Templenton, 2006.

Os resultados apresentados neste estudo indicam que a diversidade
genética do grupo em cativeiro é reduzida, considerando o conjunto de locos
microssatélites utilizado. Estudos realizados anteriormente com 47 loci de aloenzimas
em 16 individuos de L. chrysopygus demonstraram baixissimo polimorfismo nesta
espécie, a qual evidenciou apenas dois locos (4,3%) polimorficos com dois alelos cada
um (Forman et al., 1986). Essa quase auséncia de variacdo genética também foi

observada em populacdes de vida livre e cativeiro da espécie L. rosalia por Valladares-
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Padua (1987). Neste estudo, os 25 locos enzimaticos testados mostraram-se
monomorficos, sugerindo que e niveis baixos de diversidade genética sejam um traco
compartilhado pelos representantes da familia Callatrichidae, ao menos para os locos
avaliados.

Martins e colaboradores (2011), propdem que para os dados de
microssatélites as comparacdes entre populacdes devem idealmente ser feitas em
relacdo a riqgueza alélica e ndo em relacao aos valores de heterozigosidade esperada,
como é observado na maioria dos estudos, uma vez que as estimativas de
heterozigosidade estéo relacionadas ao tamanho amostral. Apesar desta indicativa,
valores de riqueza alélica tém sido raramente descritos na literatura para estudos
dessa natureza.

Embora em um estudo mais recente, Caldano et al. (2014), tenham
descrito os valores de rigueza alélica (2,42) para uma populacdo de mico-ledo-preto
da regido de Capao Bonito, a maioria dos trabalhos, em geral, reporta o nimero médio
de alelos por loco. Gravitol e colaboradores (2001) encontraram um ndmero meédio
de alelos por loco de 5,25 em cinco grupos familiares da espécie L. rosalia. Martins et
al. (2010) encontraram uma média de 2,56 e 2,67 em duas populacfes de L. caissara
e Neivergelt e colaboradores (2000) observaram um namero meédio de alelos igual a
3,09 para o sagui Callithrix jacchus, espécie relacionada a Leontopithecus. Apesar
dessas informacdes serem importantes, estes dados nédo necessariamente refletem a
diversidade genética dessas populacdes, uma vez que a descricdo do o nimero de
alelos por si também depende do tamanho amostral e representatividade da amostra
avaliada.

No presente estudo foi observado um namero meédio de 3,0 alelos por
loco no grupo em cativeiro, valor maior que aquele observado nos individuos de vida
livre (2,42) analisados com o mesmo conjunto de marcadores. Além disso, houve
também a presenca de alelos exclusivos, demonstrando que o grupo de cativeiro
difere do grupo da regido de Capéao Bonito. As oscilagGes, perdas ou fixacdo dos
alelos podem surgir a partir da acdo da deriva genética ou selecdo ao cativeiro. O
baixo nivel de polimorfismo observado pode ter sido devido ao tamanho amostral no
caso dos individuos selvagens e numero de alelos observado nos dos grupos
comparados pois estas duas variaveis estao correlacionas. Outros fatores podem ter

influenciado no baixo nivel de polimorfismo encontrado como € a transferibilidade, ja
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que sdo alguns dos marcadores utilizados neste trabalho sdo originarios de outras
espécies, e se sabe que ao se trabalhar com marcadores heterélogos espera-se uma
reducdo no numero de alelos observados. Além disso, os animais amostrados tem
uma similaridade genética, contribuindo para o baixo nivel de polimorfismo (DE
AGUIAR SILVESTRE, 2012).

Os valores de heterozigosidade esperada estimados para os grupos de
cativeiro do CPRJ, da FPZSP, do PESC e do DCT, calculados com os locos
microssatélites, mostraram um valor médio muito maior do que aqueles reportados na
literatura para marcadores enzimaticas (FORMAN et al., 1986: 47 loci de aloenzimas,
H=0.001, VALLADARES-PADUA 1987: 25 loci, H=0), o que é esperado uma vez que
locos enzimaticos apresentam em geral um baixo polimorfismos devido sua alta
pressdo de selecdo (PAIM, 1995).Por outro lado, os dados de heterozigosidade
esperada foram similares aos observados em as populagdes naturais (PEREZ
SWEENEY et al., 2005: 15 loci, H= 0.29, CALDANO et al., 2014: 20 loci, H= 0,43),
incluindo a populacédo de vida livre aqui analisada (H= 0,40), sugerindo que tanto as
populacdes de cativeiro quanto as de vida livre apresentam valores comparaveis de
heterozigosidade esperada, a despeito de ndo necessariamente este conjunto de
locos microssatélite ter sido igual em todos os estudos mencionados.

Sendo assim, considerando os de valores niamero de alelos por loco e
de heterozigosidade esperada para locos microssatélites reportados para espécies do
género Leontopihecus, podemos dizer que estes valores sdo baixos e em geral
similares entre 0s grupos de cativeiro e as populacdes de vida-livre. Esta baixa
diversidade genética evidenciada nos Calitriqguideos tem atraido a atencdo de
pesquisadores. Pope (1996), por exemplo, sugere que estes dados possam ser
explicados pelo sistema social deste grupo, no qual a reproducdo é geralmente
limitada a uma e, ocasionalmente, duas fémeas dominantes por grupo (DIETZ;
PERES; PINDER, 1997; GOLDIZEN, 1990). Além disso, os machos dominantes da
familia Callitrichidae geralmente s@o os parentais da maioria das crias no grupo
(FAULKES; ARRUDA; MONTEIRO DA CRUZ, 2003; HUCK et al., 2005;
NIEVERGELT et al.,, 2000). Alguns estudos in situ também mostram que o
comportamento agressivo dos individuos dominantes limita o acesso para o
acasalamento de individuos do mesmo sexo que sao subordinados ao sexo oposto
(ABBOTT et al., 1997).
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Outra hipétese para explicar os baixos niveis de variabilidade genética
encontrados nos Calitriquideos é a reducdo do tamanho efetivo populacional dos
grupos de cativeiro e de vida livre e a consequente possibilidade crescente de
aumento nas taxas de endogamia. Esses fatores combinados além de alguns
problemas na natureza como sao as oportunidades limitadas de disperséo e também
o limitado numero de vagas para novos reprodutores em ambientes saturados
resultam em uma baixa taxa de reproducao (POPE, 1996).

Em relagdo as estimativas de heterozigosidade individual, o presente
trabalho explorou o indice de relacionamento interno (IR), proposto por Queller e
Goodnight’s (1989), que € uma medida baseada na estimativa de relacionamento
entre dois grupos ou individuos. De forma geral a estimativa de heterozigosidade
individual pelo IR é feita pela comparacgéo entre pares de individuos, considerando-se
dois alelos de diferentes locos ao invés do gendtipo desses locos. Uma vez que a
guantidade a ser medida € entre a média dos genotipos dos pais de um individuo, este
indice serve como uma medida de relacionamento (AMOS et al., 2001; APARICIO;
ORTEGO; CORDERO, 2006). Os valores de IR podem variar de 1 a -1, sendo que o
valor maximo é obtido quando todos os locos sdo homozigotos independentemente
das frequéncias alélicas. O minimo valor é atingido quando todos os locos apresentam
somente dois alelos e o individuo é heterozigoto para todos eles. Valores negativos
de IR indicam heterozigosidade elevada enquanto que valores positivos indicam
elevada homozigosidade (APARICIO; ORTEGO; CORDERO, 2006). No presente
trabalho, foram encontrados valores negativos para a maioria dos individuos
analisados, indicando elevada heterozigosidade individual nos locos analisados.

As proporc¢des genotipicas observadas nos grupos (Brasil, Inglaterra)
analisados apresentaram desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg em 10 e seis dos
locos, com valores de p significativo apdés a correcdo sequencial de Bonferroni
(0,0033<a>0,05), provavelmente, devido ao excesso de heterozigotos observados.
Segundo Romana-Eguia et al. (2004), este resultado é esperado em grupos mantidos
em cativeiro, ja que desvios nas frequéncias, provocados eventualmente pela deriva
genética, tendem a ampliar-se com o passar das geracdes, ocasionando a perda de
alelos e consequente reducéo da variabilidade genética. No presente trabalho, apesar
de termos observado um numero de heterozigotos maior do que esperado, a
diversidade de genotipos heterozigotos foi baixa devido ao reduzido numero de alelos.

Esta heterozigosidade “limitada” pode interferir na capacidade de uma populacao de
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se adaptar a mudancas ambientais. No caso de individuos de cativeiro, que
possivelmente poderdo ser utilizados em programas de reintroducéo de espécies na
natureza, este evento pode comprometer os planos de conservacéo das populacdes
naturais, especialmente aquelas em risco de extincdo, (ROMANA-EGUIA; EGUIA,
2004) como é o caso da espécie L. crysophygus.

A baixa variabilidade que vem sendo observada tanto nos grupos em
cativeiro como nos grupos de vida livre de mico-ledo-preto pode também ser atribuida
a endogamia das distintas progénies ao longo das gera¢des. Segundo Cuervo (2010),
caso ndo haja uma contribuicdo reprodutiva de todos os individuos em cativeiro,
perdas significativas na diversidade genética poderdo ocorrer a cada geracao.
Avaliacbes monitoradas da riqueza alélica desses grupos ao longo das geracfes
poderdo indicar se esta perda estd sendo efetiva. Desta forma, apesar da
heterozigosidade ser um importante estimador de diversidade, dados de riqueza
alélica podem ser mais informativos, uma vez que a perda de alelos pode prover
diferencas significativas no sucesso reprodutivo (CUERVO, 2010).

O coeficiente de endogamia (Fis) médio foi de -0,472 e -0,727 para 0s
grupos mantidos em cativeiro no Brasil e na Inglaterra, respectivamente. Apesar
destes dados indicarem um sistema de exogamia, estes valores foram menor que
aqueles determinados a partir dos coeficientes de endogamia pela anélise dos
heredograma, baseada nos dados de Studbook (F). Este fato se deve provavelmente
a estreita relacdo entre os fundadores, bem como a existéncia de homoplasia e de
alelos nulos, os quais podem aumentar consideravelmente os valores de Fis. Partindo
deste pressuposto seria esperado que os valores de Fis fossem maiores que 0
coeficiente de consanguinidade baseado no Studbook (WITZENBERGER,;
HOCHKIRCH, 2013). Por outro lado, os valores de Fis negativos evidenciaram um
excesso de heterozigotos. O excesso de heterozigotos observado no grupo de
cativeiro, com base no seu registro de pedigree, pode ser devido a troca de alguns
animais entre os diferentes recintos brasileiros, manejo realizado como estratégia para
evitar o acasalamento entre individuos aparentados. Entretanto, todos estes
individuos possuem algum grau de relacionamento, como evidenciado pelos dados
de Studbook e moleculares. Comparando esses dados, aos da populacédo de Capéo
Bonito, incluindo os resultados descritos por Caldano (2014), apesar de haver uma
auséncia de endogamia, um baixo grau de parentesco é observado entre os individuos

reprodutores desse grupo.
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A andlise de paternidade evidenciou uma alta frequéncia dos mesmos
alelos nos parentais e nas progénies nos grupos estudados, demonstrando que a
variabilidade genética observada na progénie é representativa da geracao parental.
De forma geral, ndo ocorreu perda significativa de alelos nas geracédo descendentes,
indicando que a escolha dos casais esteja sendo adequada (LOPERA-BARRERO et
al., 2014). E importante ter em conta que o fato de dois ou mais individuos possuirem
0S mesmos genaotipos nao significa que obrigatoriamente a origem dos alelos seja a
mesma (DE SOUZA; MELGACO; PARADELA, [s.d.])

Ao desenvolver um programa de reprodugdo em cativeiro para fins
conservacionistas € importante que haja um manejo adequado da reproducao para
evitar uma perda significativa de diversidade genética e um aumento na endogamia
(ALLENDORF, 1987). Neste sentido, a determinacdo da estrutura familiar e das
relacdes de parentesco entre os reprodutores e as progénies disponiveis, é um dado
de extrema importancia. No presente trabalho, a probabilidade combinada de
exclusdo (Excll) de um candidato ndo relacionado, considerando todo o painel de
microssatélites e conhecendo-se o gendtipo do outro parental, teve um valor de 0,927,
indicando que os marcadores utilizados neste estudo sao eficientes para
determinacao da paternidade. O uso desse marcadores em conjunto com outros locos
mais polimérficos poderd melhorar a probabilidade de excluséo, principalmente
guando o gendtipo materno ndo € conhecido, e também aumentar o poder de exclusao
guando os animais tem alto grau de parentesco.

Os resultados de paternidade apresentados pelo programa Cervus
foram em sua maioria consistentes com os dados do Studbook. A principal vantagem
em utilizar este método é que o programa possibilita que o usuario informe possiveis
erros de genotipagem, aumentando a confiabilidade dos dados gerados. Quanto maior
a qualidade dos dados, melhor a robustez do resultado. Além disso, 0 método usado
pelo programa indica o pai mais provavel dentre os possiveis candidatos, sem fazer a
exclusdo da paternidade. Por outro lado, gracas ao teste de paternidade mediante o
meétodo de verossimilhanca foi possivel comprovar a confiabilidade das atribui¢cdes
dos pais que constam no Studbook, ja que quando foi utilizado a analise de parentesco
mediante outros estimadores a maioria das atribuigdes foi errada.

A combinacdo dos métodos de verossimilhanca e do método de Bayes

para estabelecimento da probabilidade de paternidade, apresentada neste estudo,
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aumenta a acuracia desta determinagdo, uma vez que o gendtipo materno é
informado. O método que utiliza a razdo de verossimilhanca (CERVUS) é robusto a
erros de genotipagem (MARSHALL, T C, SLLATE, J, KRUUK, L.B.E, PAMBERTON,
1998; SLATE et al., 2000), facilitando a genotipagem a larga escala. Por outro lado o
fornecimento de um dado a priori, tendo como base uma probabilidade de 0,5,
direciona a andlise de verossimilhanca. Utilizando este tipo de abordagem, dos seis
individuos que apresentaram atribuicdes incorretas, dois tiveram sua paternidade
solucionada.

Apesar da inclusdo de dois individuos utilizando essa abordagem, uma
baixa percentagem de determinacdo de paternidade foi observada. Este resultado
pode ser devido a varios fatores como, por exemplo, o grau de relacionamento
genético entre os progenitores, que pode afetar a probabilidade de paternidade e
reduzir a capacidade em detectar um macho falsamente atribuido, além de gerar
falsas inclusdes de paternidade. Em estudos de determinacédo de paternidade, em
geral costuma-se comparar duas hipéteses: (i) o suspeito ser o pai biolégico da
progénie em relagdo a outro macho nao relacionado geneticamente, (ii) o suposto pai,
mesmo quando os individuos séo parentes, ser de fato o pai. Os casos analisados
comparando-se essas hipoteses tendem a gerar resultados superestimados, por nao
considerarem a possibilidade de os alelos compartilhados entre o suposto pai e o filho
serem idénticos por descendéncia, ou seja, do alelo ter sido transmitido pelo avé para
a mée e para pretensa progénie (RODRIGUES; GARRIDO; SANTOS, 2013).

Os valores de FST e RST entre os grupos cativos e o grupo de vida livre
foram significativos. Segundo Waples (1998) e Hedrick (1999), embora seja frequente
encontrar valores significativos de FST e RST, nem sempre € possivel explicar
biologicamente essa diferenciacdo. No presente estudo uma alta homogeneidade
genética foi observada entre os grupos de cativeiro do Brasil. Desconsiderando os
valores de p, FST entre 0 e 0,05 indicam baixa diferenciacdo genética, entre 0,05 e
0,15, diferenciacdo moderada, entre 0,15 e 0,25, grande diferenciacéo, e valores
acima de 0,25 indicam ampla diferenciacdo genética (HARTL; CLARK, 1997,
WRIGHT, 1965). Como ja mencionado, este fato pode ser devido a troca “recente” de
animais (reprodutores) entre os recintos brasileiros. De acordo com Laval et al. (2000),
nestes grupos, a “migracao” tem efeito maior na reducéo da diferenciacéo genética do

gue a acumulacédo de mutagdes ou deriva genética.
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A andlise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou uma alta
diferenciacéo entre os grupos de cativeiro e de vida livre (FST = 0,251 e RST = 0,429,
p<0,01). Esta acentuada diferenciacdo entre os animais do Brasil e os da Inglaterra
decorre de ndo haver fluxo génico entre esses grupos pela troca de reprodutores
putativos e, a despeito da origem dos fundadores ser comum (Morro do Diabo), um
grande numero de geracdes ter decorrido apos a fundacao desses grupos. Além do
mais, recintos situados na area natural da espécie facilitam a reproducéo em cativeiro
(WITZENBERGER; HOCHKIRCH, 2013), como é o caso da FPZSP, contribuindo para
0 aumento dos grupos de cativeiro. Por outro lado, no zooldgico de Durrell, a
reproducdo em cativeiro, ineficaz aliada a nao introducdo de novos animais a este
recinto, contribui para auséncia de incremento variagcdo dentro do recinto e para o
aumento de variacao entre este recinto e os demais aqui analisados.

Da mesma forma, uma alta diferenciacéo foi observada entre os grupos
de cativeiro do Brasil e do zooldgico de Durrell e 0 a populacdo de Capao Bonito. A
comparacao dos valores de FST e RST pode fornecer alguns insights sobre as
principais causas dessa diferenciacdo (HARDY et al., 2003). Na maioria dos casos,
valores de RST apresentam o mesmo padrdo de diferenciacdo dos de FST. No
entanto, para grupos de cativeiro, que encontram-se sob um padrdo evolutivo
diferenciado de populacfes naturais, é esperado um valor de RST maior que o valor
FST, como observado no presente trabalho (HARDY et al., 2003).

Os dados de analise de correspondéncia fatorial (PCA) confirmaram a
diferenciacdo dada pela AMOVA, mostrando que 0s grupos brasileiros em cativeiro
apresentaram maior homogeneidade entre si, quando comparados ao grupo do
zoolégico de Durrell e a populacdo de Capao Bonito. Mesmo havendo
compartilhamento de alelos entre os grupos, houve uma distribuicdo em quadrantes
distintos dos individuos de Cap&o Bonito, do Brasil e da Inglaterra.

No presente trabalho, tanto as andlises genéticas quanto as
de Studbook demostraram que as estimativas de parentesco estabelecidas para a
maioria dos individuos de L. chrysopygus mantidos em cativeiro, indicam algum grau
de relacionamento entre estes. Neste contexto, 0 manejo adequado da reproducao ex
situ desses animais torna-se um grande desafio para as instituicbes que mantém esta
espécie em cativeiro. Considerando estes dados, e 0 panorama atual da espécie,

mesmo que 0 manejo priorize o cruzamento entre individuos menos aparentados, e
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gue um excesso de heterozigotos esteja sendo observado nos grupos cativos,
simulando uma fuga de endogamia, comumente observada em populagdes de vida
livre, os reprodutores atualmente disponiveis em cativeiro apresentam uma estreita
relacdo genética e uma baixa diversidade de alelos, caracteristicas que, em geral, ndo
costumam assegurar a manutencdo da diversidade genética e viabilidade
populacional em longo prazo(HEDRICK, 2001).

Tradicionalmente o objetivo principal dos programas de reproducdo em
cativeiro tem sido manter niveis de diversidade genética representativos das
populacdes de vida livre (FRANKHAM; BRISCOE; BALLOU, 2002). Obviamente que
esta é uma tarefa extremamente dificil ja que nem sempre é possivel introduzir novos
animais da natureza para renovar o pool genético dos grupos cativos. Assim, com o
passar das geracOes, 0s animais de cativeiro tendem a aumentar as taxas de
endocruzamento e consequentemente de endogamia. Neste processo, alelos raros
ou de baixas frequéncias podem ser perdidos, seja pelo efeito aleatério da deriva
genética, seja pela reproducéo de poucos individuos. Por outro lado, alelos recessivos
prejudiciais podem ser expostos pelo aumento da homozigosidade para estes locos,
diminuindo assim o fithess da populacdo (HEDRICK, 2001).

Alternativamente, os dados moleculares podem fornecer informacdes
uteis para direcionar os cruzamentos entre individuos que, mesmo aparentados,
possuam conjuntos de alelos diferenciados, evitando a perda de alelos raros. Além
dessa abordagem, aspectos relacionados ao comportamento reprodutivo da espécie
também precisam ser estudados para que a reproducéo dos animais em cativeiro seja
efetiva e gere proles viaveis. Esta condicdo, apesar de desejavel, nem sempre é
observada, ja que animais de cativeiro costumam apresentar baixa taxa de copulagéo
e mobilidade dos espermatozoides e altas taxas de infertilidade e de mortalidade de
filhotes (como dito na reunido Mico em prosa). No género Leontopithecus, estes
problemas estdo se apresentando bem mais evidentes nos grupos de cativeiro da
espécie de mico-ledo-preto que em grupos de outras espécies. Além disso, muito
pouco se sabe sobre quais genes influenciam diretamente o comportamento
reprodutivo desses animais e por que alguns animais ndo conseguem se reproduzir
em cativeiro.

Outra questéo relevante a ser considerada é que embora os dados

obtidos no presente trabalho estejam mostrando uma tentativa de evitar a endogamia
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em cativeiro, aspectos relacionados a diminuicdo da performance reprodutiva
comumente estdo associados a elevadas taxas de endogamia e ao consequente
efeito da depressdo endogamica (NEWMAN, D., PILSON, 1997). Neste sentindo, a
analise dessas populacdes deve priorizar a inclusdo de novos marcadores
moleculares, e a associacdo a estudos comportamentais. Esta abordagem integrada
pode ser uma estratégia eficiente para contribuir com definigcdes de préaticas de manejo
mais eficazes que visem reproduzir esses animais em cativeiro, ndo somente com a
finalidade de manter os grupos cativos viaveis e autossustentaveis, mas
principalmente com o objetivo de manter o potencial evolutivo da espécie e assim
diminuir o seu risco de extincdo. Esta andlise integrada deve reforcar a importancia
de acrescentar aos Studbooks dados relativos a diversidade e divergéncia genética
dos grupos de cativeiro, correlacionando-os, se possivel, a dados de populacdes de
vida livre. Além disso, informacdes sobre o comportamento reprodutivo dos animais
também deverdo enriquecer o Studbook, fazendo com que sua andlise sirva néo
somente para o registro genealégico dos animais, mas também para estudos que
viabilizem a determinagdo de cruzamentos ex situ eficientes, com vias a
reintroducéo in situ, caso esta seja necessaria. Apesar do presente estudo ter tentado
correlacionar dados genéticos a dados de fitness, a escassez de informacfes
relacionadas a performance dos animais em cativeiro e o baixo numero de
reprodutores impediu a realizacdo de uma analise mais robusta. Neste sentindo,
novas analises, considerando o tratamento dos dados disponiveis, deverdo ser
futuramente realizadas. Tais estudos poder&o servir como modelo para 0 manejo da

espécie L. chrysopygus e para o de outras espécies ameacadas.
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CONCLUSOES

A andlise dos dados do Studbook demonstrou que a populagdo de mico-
ledo-preto em cativeiro teve uma perda de diversidade de genética de
12,2%, e que os individuos apresentam um parentesco meédio equivalente

a meio irmaos.

O estudo do Studbook também demonstrou que de acordo com o nimero
de equivalentes fundadores seria necessaria a introducéo de pelo menos
seis novos animais para manter os niveis diversidade genética, atualmente

observados nos grupos em cativeiro.

Valores de endogamia de heredograma altos foram observados em alguns
individuos, sugerindo que esses animais ndo devem ser utilizados na

reproducao em cativeiro.

Os valores de endogamia estimados podem ser maiores do que 0s
determinados, uma vez que alguns destes individuos podem ser
relacionados, podendo ter havido uma possivel sobre estimativa do

verdadeiro nimero de fundadores.

Embora os 15 locos avaliados ndo tenham sido altamente informativos,
estes apresentaram-se adequados para avaliar a variabilidade genética de
Leontopithecus crysophygus.

O nivel de diferenciacdo genética observada entre os grupos cativos foi
baixa. Esse padrao pode ser explicado pela troca de animais entre os
recintos brasileiros e/ou pela origem comum dos grupos fundadores.

A alta diferenciacdo observada entre os grupos de cativeiro e a populagéao
de Capao Bonito sugeriu um padréo evolutivo pouco observado em animais
sob “domesticacao”, refletindo um tempo curto de divergéncia entre os dois
grupos comparados.

Os 15 locos microssatélites utilizados no presente trabalho constituem um
painel de marcadores eficaz para ser utilizado em estudos de verificagao de
paternidade, utilizando o método de maxima verossimilhangca, com uma
confiabilidade alta, sendo indicado o conhecimento do genétipo materno

para aumentar a acuracia do teste.
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ANEXOS

Anexo 1- Alelos privados encontrados no grupo em cativeiro brasileiro e a populacdo de Capéao Bonito.

Locos Grupo Brasil Grupo Inglaterra Grupo Capéo
Bonito

Lchu0O1 213 221 223 225 183

Lchu06 131

Lchu07 293

Lchu08 224 246 274 290

P2BH6 138 140

Leon2 213

21c75 300

15C85

3C20 312

30C73 286

31C97 338

11c72 304 314
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Anexo 2- Valores dos cinco estimadores de heterozigosidade individual descritos na literatura para o grupo em cativeiro Brasileiro

e a populacéo de Capao Bonito.

Cativeiro
Individuos PHt Hs obs Hs_ exp IR HL
BLT1 0,80 1,121 1,517 -0,585 0,178
BLT3 0,53 0,748 1,012 -0,067 0,444
BLT4 0,60 0,841 1,138 -0,198 0,401
BLT5 0,60 0,841 1,138 -0,145 0,398
BLT6 0,73 1,028 1,391 -0,414 0,288
BLT7 0,73 1,028 1,391 -0,407 0,301
BLT8 0,87 1,215 1,644 -0,619 0,143
BLT9 0,87 1,215 1,644 -0,619 0,143
BLT10 0,67 0,934 1,265 -0,275 0,317
BLT11 0,67 0,934 1,265 -0,354 0,323
BLT12 0,60 0,841 1,138 -0,025 0,398
BLT13 0,73 1,028 1,391 -0,463 0,260
BLT14 0,67 0,934 1,265 -0,345 0,335
BLT15 0,73 1,028 1,391 -0,398 0,269
BLT16 0,60 0,841 1,138 -0,205 0,399
BLT17 0,80 1,121 1,517 -0,500 0,187
BLT18 0,80 1,121 1,517 -0,553 0,207
BLT19 0,53 0,748 1,012 0,020 0,486
BLT20 0,53 0,748 1,012 -0,088 0,465
BLT21 0,87 1,215 1,644 -0,654 0,125
BLT22 0,80 1,121 1,517 -0,551 0,160
BLT23 1,00 1,402 1,897 -0,824 0,000
BLT24 0,87 1,215 1,644 -0,691 0,098
BLT25 0,80 1,121 1,517 -0,590 0,187



BLT26 0,93 1,308 1,770 -0,784 0,036
BLT27 0,87 1,215 1,644 -0,687 0,125
BLT28 0,73 1,028 1,391 -0,482 0,246
BLT29 0,73 1,028 1,391 -0,411 0,286
BLT30 0,67 0,934 1,265 -0,299 0,322
BLT31 0,73 1,028 1,391 -0,421 0,246
BLT32 0,67 0,934 1,265 -0,406 0,299
BLT33 0,73 1,028 1,391 -0,417 0,219
BLT34 0,60 0,841 1,138 -0,184 0,427
BLT35 0,53 0,748 1,012 -0,111 0,463
BLT36 0,60 0,841 1,138 -0,250 0,389
BLT37 0,80 1,121 1,517 -0,467 0,219
BLT38 0,80 1,121 1,517 -0,466 0,212
Capéo Bonito
Individuos PHt Hs obs Hs_exp IR HL
BLT39 0,67 0,934 1,265 -0,166 0,305
BLT40 0,60 0,841 1,138 -0,141 0,381
BLT41 0,60 0,841 1,138 -0,129 0,355
BLT42 0,67 0,934 1,265 -0,209 0,293
BLT43 0,67 0,934 1,265 -0,212 0,293
BLT44 0,60 0,841 1,138 -0,002 0,369
BLT45 0,80 1,121 1,517 -0,292 0,195
BLT46 0,80 1,121 1,517 -0,380 0,203
BLT47 0,60 0,841 1,138 -0,057 0,420
BLT48 0,73 1,028 1,391 -0,213 0,279
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Anexo 3- Genatipos de cada grupo familiar
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CPRJ LchuO1l | LchuO6 | LchuO7 | LchuO8 | P2BH6 | PSBE6 | P3Afl | Leon 2 | 15C85 | 21C75 | 3C20 | 31C97 | 30C73 | 35c42 | 11c72
BLT22* 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 134 130 130 225 286 296 318 340 284 223 323
BLT23* 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 230 136 130 130 225 286 296 318 340 284 223 323
BLT24 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 134 130 130 225 286 296 318 340 284 223 323
BLT25 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 134 130 130 225 286 296 316 340 284 223 323
BLT26 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 318 340 284 223 323
BLT29 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 134 130 130 225 286 296 316 328 284 223 323
BLT34 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 316 340 276 219 323
BLT35 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 316 340 284 219 323
BLT36 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 316 340 284 219 323
BLT37 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 230 136 130 130 225 286 296 316 328 284 223 323
BLT38 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ | 316/ | 328/ 276/ 219/ | 307/
223 195 346 230 136 130 130 225 286 296 318 328 284 223 323
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FPZSP | LchuOl | Lchu06 | LchuO7 | LchuO8 | P2BH6 | PSBE6 | P3Afl | Leon 2 | 15C85 | 21C75 | 3C20 | 31C97 | 30C73 | 35c42 | 11c72
BLT16* | 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 328/ 276/ 223/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 316 328 284 223 323
BLT19* | 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 340/ 284/ 223/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 223 296 296 318 340 284 223 323
BLT17 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 328/ 276/ 223/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 296 296 318 340 284 223 323
BLT18 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 296 296 318 340 284 219 323
BLT20 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 296 296 318 340 284 219 323
BLT21 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 296 296 318 340 284 219 323
FPZSP | LchuOl1 | Lchu06 | Lchu07 | LchuO8 | P2BH6 | PSBE6 | P3Afl | Leon 2 | 15C85 | 21C75 | 3C20 | 31C97 | 30C73 | 35c42 | 1ic72
BLT11* | 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 314 340 284 219 323
BLT7* 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 230 136 130 130 225 286 296 314 328 284 223 323
BLT8 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 230 136 130 130 225 286 296 314 340 284 223 323
BLTO 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 230 136 130 130 225 286 296 314 340 284 223 323
BLT13 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 314 340 284 223 323
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FPZSP | LchuOl | Lchu06 | LchuO7 | LchuO8 | P2BH6 | PSBE6 | P3Afl | Leon | 15C85 | 21C75 | 3C20 | 31C97 | 30C73 | 35c42 | 11c72
2
BLT12* | 221/ 195/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 223/ 307/
221 195 346 226 136 130 130 225 296 296 314 340 284 223 323
BLT13* | 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 314 340 284 223 323
BLT14 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 286 296 314 340 284 223 323
BLT15 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 223/ 307/
223 195 346 226 136 130 130 225 296 296 314 340 284 223 323
FPZSP | LchuOl | Lchu06 | Lchu07 | LchuO8 | P2BH6 | PSBE6 | P3Afl | Leon 2 | 15C85 | 21C75 | 3C20 | 31C97 | 30C73 | 35c42 | 11c72
BLT30* | 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 284/ 294/ 316/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 134 130 130 225 286 296 316 340 284 223 323
BLT31* | 221/ 193/ 344/ 226/ 136/ 120 126/ 223/ 284/ 294/ 316/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 136 /130 130 225 286 296 316 340 284 223 323
BLT32 221/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 316/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 134 120 130 225 286 296 316 340 284 223 323
PESC | LchuOl | Lchu06 | LchuO7 | Lchu08 | P2BH6 | P5BE6 | P3Afl | Leon 2 | 15C85 | 21C75 | 3C20 | 31C97 | 30C73 | 35c42 | 1ic72
BLT4* 223/ 193/ 344/ 226/ 134/ 120/ 126/ 225/ 286/ 294/ 314/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 134 120 130 225 286 296 314 340 276 223 323
BLTS* 221/ 193/ 346/ 226/ 134/ 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 312/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 134 120 130 225 286 296 312 340 276 223 323
BLT3 221/ 193/ 346/ 226/ 134 120/ 126/ 223/ 286/ 294/ 312/ 328/ 276/ 219/ 307/
223 195 346 226 /134 120 130 225 286 296 314 340 276 219 323
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