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RESUMO

Os programas de reproducdo e manejo de espécies ameacadas em cativeiro atuam como uma
salvaguarda contra a possivel extincdo de espécies na natureza. A espéecie modelo deste estudo,
Leontopithecus chrysomelas ou micos-ledo-da-cara-dourada (MLCD), possui populagdes
mantidas em cativeiro com a finalidade de assegurar uma diversidade genética representativa da
espeécie, pois seu habitat natural vem sofrendo uma gradual perda e fragmentacdo. A populacao
cativa de MLCD possui um grande nimero de fundadores, diferente do que normalmente ocorre
com outras espécies ameacadas. A diversidade genética de duas populagdes cativas de L.
chrysomelas foi avaliada por meio de 16 locos microssatélites (sete locos homdlogos e nove
heter6logos). As populagdes estdo mantidas no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ)
e na Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo (FPZSP) e objetivou-se verificar se a diversidade
genética dessas populagdes vem de fato sendo mantida ex situ com relagdo a in situ. Além disso,
foram investigadas possiveis correlagbes entre fitness e heterozigosidade individual, usando
como medida a contribuicdo individual para o crescimento populacional (Pt), em um
determinado intervalo de tempo. Verificamos uma diferenciacdo genética entre as duas
populacbes analisadas devido a falta de fluxo génico entre as instituicdes ha algumas geracdes.
Os resultados indicam que a diversidade genética destas populacdes cativas é similar a
encontrada na populacdo natural REBIO-Una&Ararauna, a qual se concentra na Unica area
florestal sob protecdo grande o suficiente para reter uma média ou alta densidade de MLCD e
98% de sua diversidade genética. O efeito da heterozigosidade individual sobre a medida de
fitness Pt foi verificada somente na populacdo do CPRJ. Esta analise de correlacdo indica que no
CPRJ os individuos com maior heterozigosidade estdo deixando mais descendentes, o que nao
acontece na FPZSP. Os resultados de diversidade genética e de correlacdo entre fitness e
heterozigosidade individual sugerem que o manejo realizado nas instituicdes € divergente, no

entanto também pode ser devido a outros fatores, como o efeito fundador.



ABSTRACT

Captive programs of breeding and management of threatened species act as a safeguard against a
likely extinction of species in the nature. The model species in this study, Leontopithecus
chrysomelas or golden headed lion tamarin (MLCD), has populations maintained in captivity in
order to ensure a representative genetic diversity, since its natural habitat has been undergoing
gradual loss and fragmentation. In contrast to which occurs in other threatened species, MLCD’s
captive population has a large number of founder individuals. The genetic diversity of two
captive populations of L. chrysomelas was evaluated by using 16 microsatellite loci (seven
homologous and nine heterologous loci). The populations are held at Centro de Primatologia do
Rio de Janeiro (CPRJ) and at Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP) and we aimed
to verify if genetic diversity has been maintained ex situ in comparison to in situ’s. Besides, we
investigated possible correlations between fitness and individual heterozygosity. The fitness
measure was the individual contribution for population growth (Pt) in a given time interval. We
detected genetic differentiation between the two evaluated institutions due to lack of gene flow
for some past generations. Our findings suggest that genetic diversity of these captive
populations is similar to one measured in wild population of REBIO-Una&Ararauna, which is
found in a single protected forest area that is large enough to retain an average or high density of
MLCD and 98% of its genetic diversity. The individual heterozygosity effect on Pt fitness
measure was Vverified just in CPRJ population. This correlation analysis indicates that the
individuals from CPRJ with higher heterozygosity are leaving more offspring, which does not
happen in FPZSP. The genetic diversity and correlation between fitness and individual

heterozygosity results suggest that the management carried out in institutions is divergent.
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1. INTRODUCAO

O género Leontopithecus (Lesson, 1840) pertencente a familia Callithricidae, € composto
pelos menores primatas do Novo Mundo, com um peso que varia de 100 a 700g, segundo Fleage,
1999. Suas espécies, Leontopithecus chrysomelas (KUHL, 1820) — mico-ledo-da-cara-dourada
(MLCD), Leontopithecus chrysopygus (MIKAN, 1823) - mico-ledo-preto (MLP),
Leontopithecus rosalia (LINAEUS, 1766) — mico-ledo-dourado (MLD) e Leontopithecus
caissara (PERSSON & LORINE, 1990) - mico-ledo-da-cara-preta (MLCP), sdo reconhecidas
pela aparéncia em forma de juba leonina formada por longos pelos na regido da cabega, fato que
originou a denominagdo comum de micos-ledes (COIMBRA-FILHO, 1977). As espécies de
micos-lebes sdo notadamente arboricolas e endémicas da Mata Atlantica, uma das florestas
tropicais mais ameacadas do planeta (MITTERMEIER et al., 1999; MYERS et al., 2000). Nota-
se que a destruicdo dos ambientes naturais originais fez com que esses animais passassem a
habitar também as florestas secundarias disponiveis com diferentes graus de alteracdo,
dependendo da disponibilidade de recursos, mostrando que ha uma grande flexibilidade
ecologica e etoldgica neste género (COIMBRA-FILHO, 1977; PISSINATTI, 1999;
GUDORIZZI, 2008).

A perda e a fragmentacédo das florestas habitadas pelos micos-ledes os colocaram na lista
vermelha nacional: “Lista das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingao”, como
ameacados de extingdo, e internacional: “Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza”
(IUCN, em inglés), também como ameacados, com exce¢do de Leontopithecus caissara, que se
encontra listado como “criticamente ameagado” (MMA, 2014; IUCN, 2015). As quatro espécies
deste género sdo caracterizadas pelo pequeno tamanho populacional e pela baixa densidade nos
poucos fragmentos em que persistem na natureza. Segundo Kleyman e Rylands (2008),
provavelmente o pequeno tamanho efetivo populacional, associado a crescente fragmentacao de
seus habitats, tenha importantes consequéncias na estruturagdo e no manejo da diversidade
genética dos mico-leGes.

Uma maneira de assegurar estas populacfes em meio silvestre, e ajudar a amenizar o
risco de extingcdo, refere-se aos programas de reproducdo em cativeiro, 0s quais, atraves do
manejo reprodutivo ajudam a conservar uma variabilidade genética representativa desses animais
(FRANKHAM et al., 2002). A manutencdo de espécies em meio cativo atua como uma
salvaguarda contra a possivel extingdo de espécies na natureza.

Assim, trés, das quatro espécies de micos-ledes, Leontopithecus chrysomelas, o

Leontopithecus chrysopygus e Leontopithecus rosalia, séo atualmente mantidas em cativeiros
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através de programas internacionais de manejo e reproduc¢do, no entanto, seus programas diferem
em termos de objetivos e contribuicbes para a conservacdo de cada espécie, pois leva em

consideracdo o status de cada uma na natureza e o historico da populacéo ex situ.

1.1. Ecologia de Leontopithecus chrysomelas

Leontopithecus chrysomelas (Figura 1) sdo primatas de pequeno porte, endémicos da
Mata Atlantica (RYLANDS, 1993; DIETZ et al., 1996; HOLST et al., 2006; KIERULFF et al.,
2008). Estudos recentes tém mostrado que os sistemas agroflorestais de cacau (cabrucas)
também sdo habitats vidveis aos MLCD, por serem capazes de disponibilizar recursos
alimentares preferenciais, além de sitios para dormir (PINTO E RYLANDS, 1997; RABOY &
DIETZ, 2004b; OLIVEIRA et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2010b). Sua dieta é composta
principalmente por frutos maduros e insetos, além de néctares, uma reduzida quantidade de
pequenos vertebrados encontrados em bromélias, e mais raramente, por gomas; possuem bragos
longos e finos e dedos alongados que possibilitam a exploragdo de microhabitats na busca pelo
alimento (RABOY & DIETZ, 2004a).

PCH 2011

Figura 1 — Leontopithecus chrysomelas em meio cativo.
(Fonte: Ludwig & Galbusera, 2011).

Séo observados grupos sociais com uma média de cinco individuos em cabrucas, mosaico
de florestas e matas maduras, e até 12 membros em mosaicos de florestas, que variam em
tamanho e composicdo (OLIVEIRA et al., 2010b).

Sobre o sistema de acasalamento, as espécies de calitriquideos sdo na maioria das vezes

consideradas monogamicas — uma Unica fémea reprodutiva por grupo, ou poliandricas — mais de
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um macho tem a chance de ser o pai da prole; todos os membros do grupo cuidam da prole
(BAKER et al., 1993; DIETZ & BAKER, 1993; BAKER & DIETZ, 1996; BAKER et al., 2002;
BAKER et al., 2008). A dispersdo, segundo pesquisas de campo realizadas com o MLD,
mostraram que entre 0s grupos ela geralmente € realizada por machos migrantes, que repdem 0s
machos reprodutores pré-existentes ou raramente, em situacfes especiais, se unem ao macho
residente (BAKER & DIETZ, 1996). Na auséncia de oportunidades de reproducdo, os machos
subordinados também podem optar por permanecerem no grupo natal, pois esse comportamento
oferece a eles maiores beneficios do que a dispersdo (BAKER et al., 1993; BAKER et al., 2008).
As filhas sdo subordinadas as suas médes e tém potencial reprodutivo inferior. Os sistemas
monoginicos sdo preferiveis, porém, em habitats saturados com poucos recursos, as
oportunidades de reproducéo fora do grupo natal podem ser reduzidas.

Apesar de serem generalistas durante o dia, 0os micos-ledes preferem florestas maduras ou
cabrucas para dormir (RABOY & DIETZ, 2004b). O tipo de vegetacdo e o nivel de perturbacao
sdo variaveis significativas para primatas que se alimentam de folhas e frutos (ARROYO-
RODRIGUEZ & MANDUJANO, 2009) e, no caso dos micos, também s3o importantes por
disponibilizar ocos para dormir (DIETZ et al., 1997; RABOY & DIETZ, 2004b; GUIDORIZZI,
2008). Os MLCD sdo territorialistas e 0 tamanho médio de seu territorio varia de 22 ha até 197
ha (OLIVEIRA et al., 2010b).

1.2. Status de conservacao do mico-ledo-da-cara-dourada na natureza

Atualmente, apesar de L. chrysomelas estar sofrendo os efeitos negativos da
fragmentacdo, como perda de seus habitats naturais e conversdo dos sistemas agroflorestais de
cacau (cabrucas) em outras culturas agricolas ou pastagens (PINTO & RYLANDS, 1997;
HOLST et al., 2006; KIERULFF et al., 2008; RABOY et al. 2010), o mico-ledo-da-cara-dourada
ainda possui o0 melhor estado de conservacao entre 0s micos-ledes.

Sua estimativa populacional original se estendia do sul da Bahia e ao norte de Minas
Gerais, entre 0 Rio Contas e Rio Jequitinhonha, sendo sua area de ocorréncia estimada em
19.043 km2 no estado baiano e de 418 km?2 no estado mineiro (Figura 2) (RYLANDS, 1993;
PINTO, 1994; PINTO & RYLANDS, 1997; RYLANDS et al., 2008; KIERULFF et al., 2008).
Pinto & Rylands (1997) sugerem que seu tamanho populacional esti estimado entre 6.000 a
15.000 individuos, numa area de distribuicdo total de 19.462 km2. Entretanto, pesquisas mais
recentes de Raboy et al. (2010) e Zeigler et al. (2010) mostraram que o status de conservagéo da
espécie tem se agravado, sugerindo que o seu tamanho populacional e suas areas de ocorréncia

tém sido reduzidos desde a ultima estimativa feita entre 1991-1993 por Pinto & Rylands (1997),
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especialmente na porcdo oeste de distribuicdo da especie. Ballou et al. (1998) observam que é
provavel que a distribuicdo dos mico-ledes-da-cara-dourada torne-se como a dos mico-ledes
dourados e pretos, poucas, pequenas e isoladas e com apenas uma populacdo maior protegida, de
algumas centenas de individuos, na Reserva Bioldgica de Una - REBio Una (maior area de
conservagdo de protecdo integral onde ocorre a espécie, localizada a leste de sua distribuig&o),

porém, ela sozinha ndo é suficiente para a conservacdo da espécie a longo prazo.
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Figura 2 - Distribuicdo geogréafica original de Leontop‘ithecus
chrysomelas (RYLANDS et al., 1997).

O isolamento e a reducdo do hébitat associados aos processos populacionais tém
comprometido a diversidade genética dos micos, aumentando a probabilidade de endogamia e de
deriva genética. Esse processo foi observado nas populaces de mico-ledo-dourado (GRATIVOL
et al., 2001) e pode ser usado como parametro para a conservagdo futura do MLCD (HOLST et
al., 2006). Assim, sua populacdo cativa deve continuar sendo manejada para assegurar um

reservatorio genético para as populagdes naturais de L. chrysomelas.

1.3. Histdrico da populacgéo ex situ de Leontopithecus chrysomelas



19

Entre os anos de 1972 e 1974 Coimbra-Filho e Magnanini estabeleceram especificamente
para a conservacao e reproducdo em cativeiro dos micos-ledes, o Banco Bioldgico da Tijuca,
financiado pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN), pelo Fundo
Mundial para a Conservacao da Natureza e pelo governo brasileiro, o que com o passar dos anos
e 0 apoio de outras instituicdes (ex.: AZA, WAPT, SNZP, entre outras), ajudou as espécies de
micos-ledes — mico-ledo-da-cara-dourada, dourado e preto — a obterem apoio e forga para manter
seus programas internacionais de reproducdo em cativeiro (COIMBRA-FILHO E
MITTERMEIER, 1977; COIMBRA-FILHO et al., 1986; KLEIMAN & RYLANDS, 2008).

A primeira col6nia registrada em cativeiro do Brasil para a manuten¢do do MLCD foi
estabelecida em 1972 no Banco Bioldgico da Tijuca, e posteriormente transferida para o Centro
de Primatologia do Rio de Janeiro — CPRJ (COIMBRA-FILHO et al., 1986). Devido a uma
grande apreensdo de exportagdes ilegais de L. chrysomelas, e posterior recuperacdo da maioria
dos animais - transferidos para Instituicdes do pais -, em 1985, foi formado pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), um Comité
Internacional de Recuperacdo e Manejo (IRMC) para a espécie, seguindo as orientacdes
desenvolvidas para o mico-ledo-dourado, o qual se tinha mais conhecimento sobre o manejo e
reproducdo em meio cativo, e devido a esta apreensdo e um manejo reprodutivo bem sucedido, a
populacdo cativa da espécie se expandiu rapidamente (BALLLOU, 1989; MALLISON, 1987).
Além disso, outros animais continuaram sendo confiscados e adicionados a populacdo nas
décadas seguintes, aumentando o numero de fundadores. O IRMC foi formalmente reconhecido
no ano de 1990 como sendo o responsavel (junto com o studbook keeper) pelo manejo das
populaces cativas da espécie (MALLISON, 1987).

Os MLCD possuem a base mais substancial de fundadores registrada em qualquer
populacdo de cativeiro — aproximadamente 96 fundadores (BALLOU et al., 1998). O Studbook
mais recente da espécie registrou, até o ano de 2011, 573 individuos de L. chrysomelas vivos em
cativeiros espalhados por 106 instituicdes da Europa, América do Norte, Asia e do Brasil. No
Brasil, a Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo e o Centro de Primatologia do Rio de Janeiro
possuem as maiores populacBes ex situ de mico-ledo-da-cara-dourada (LUDWIG E
GALBUSERA, 2011).

Os Studbooks sdo livros genealdgicos que reinem todos os dados importantes de uma
determinada espécie mantida em cativeiro (Figura 3). Os chamados studbooks keepers, sdo 0s
responsaveis por compilar as informagdes de pedigree e manter o seu contetdo constantemente
atualizado, como por exemplo, a se¢do de atualizagdo, onde qualquer nascimento, captura,

transferéncia, morte e soltura deve ser mencionado. Studbooks contém basicamente o niimero de
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cada animal em particular, seu sexo e data de nascimento, a identidade (nimeros de registro) de
seus pais, local de nascimento e/ou onde e quando ele foi transferido para a instituigéo,
informac0des de registro préprios da instituicdo e os seus identificadores (microchips, tatuagens).
Por fim, ha um glossario de localizacdo, incluindo os nomes, enderecos e informagdes de contato

de todas as institui¢des que ja tiveram ou ainda possuem a espécie (WASA, 2015).

Figura 2 — Registro genealdgico de L. chrysomelas: exemplo do interior de um Studbook.

Stud# = nimero do registro do individuo; Sex = sexo; Birth Date = data de nscimento; Sire = pai; Dam = mae;
Location = instituicdo onde o individuo se encontra; Date = data de cada evento; Local ID = identificacdo do
individuo dentro da instituicdo; Event = acontecimento; Name = apelido que o individuo recebe na instituicéo;
Transponder = nimero do microchip; M = macho; F = fémea; Wild = individuo oriundo da natureza.

FONTE: International Studbook Golden-headed Lion Tamarin (Leontopithecus chrysomelas) (Peter Galbusera)

Antigamente os Studbooks eram a Unica ferramenta usada para a gestdo e manejo das
populacgdes ex situ, no entanto, mais recentemente, as informacdes obtidas através de marcadores
moleculares em estudos com espécies cativas tém colaborado também nesta questdo (IVY &
LACY, 2010).

1.4. Microssatélites: Uma ferramenta para o conhecimento da diversidade genética

A Genética da Conservacao se baseia em dados moleculares e na genética de populactes
para a investigacdo cientifica do status de conservacdo de espécies e/ou populagfes. Essa se
torna uma ferramenta importante na determinacdo de “o que”, “onde” e “como” conservar a
maior diversidade genética com o objetivo de manter o potencial evolutivo de uma espécie ou
populacdo e dos ambientes nos quais estes processos evolutivos ocorrem (SCHONEWALD-
COX et al., 1983; AVISE, 1994; FRANKHAM et al., 2002; PEREZ-SWEENEY et al., 2004).
Assim, uma das principais preocupacdes da Genética da Conservacao € a perda da diversidade
genética, bem como os impactos deletérios do tamanho populacional pequeno e da fragmentagédo
populacional nas espécies ameacadas (CAUGHLEY & GUNN, 1996; FRANKHAN et al.,
2002).



21

Uma maneira de obtencdo da diversidade genética € através de marcadores moleculares.
Estes sdo fragmentos de DNA que permitem a distin¢do de individuos, grupos de individuos e
espécies geneticamente distintas, ou seja, possuem 0 acesso a diversidade molecular (AVISE,
1994). Uma etapa importante em analises moleculares aplicadas a conservacao é a escolha do
marcador e sua adequacgédo aos objetivos propostos. Atualmente, os marcadores moleculares do
tipo microssatélites, sdo os mais adequados para se conhecer a composicdo genética de uma
populacdo. Os microssatélites consistem de segmentos de DNA com unidades repetitivas (1 a 6
pares de bases) organizadas lado a lado (BRUFORD & WAYNE, 1993). Essas regifes séo
detectadas através da amplificagdo, utilizando iniciadores (primers) especificos que se ligam as
regides conservadas de delimitacdo da sequéncia repetitiva (GOLDSTEIN & SCHLTTERER,
1999; SOLE-CAVA, 2001; PEREZ-SWEENEY et al., 2004; AVISE, 2004; OLIVEIRA et al.,
2006).

Entre outras aplicacdes, eles sdo sendo usados para a determinacdo do tamanho efetivo e
da estrutura genética de uma dada populacéo, para a deteccdo de gargalos e deriva genética,
identificacdo de populacdes fontes de espécies ameacadas e para averiguar a ocorréncia de fluxo
genético (PEREZ-SWEENEY et al.,, 2004; OLIVEIRA et al., 2006). Sua utilizacdo,
especialmente em estudos que envolvem primatas, vem sendo cada vez mais crescente
(GRATIVOL et al., 2001; PEREZ-SWEENEY et al., 2005; GOOSSENS et al., 2005; BERGL &
VIGILANT, 2007; GALBUSERA & GILLEMOT, 2008; MENESCAL et al., 2009; MILTON et
al., 2009; MARTINS & GALETTI JR, 2010).

Os locos microssatélites sdo polimdrficos, com alelos codominantes e de heranca
Mendeliana, encontrando-se amplamente dispersos em genomas eucarioticos, podendo ocorrer
também em genomas procari6ticos sob baixas frequéncias (SCHLOTTERER, 1998). E comum
ocorrer mutacGes nestes marcadores, decorrentes principalmente das altera¢cbes no nimero de
repeticdes, causadas por erros de pareamento devido ao deslizamento das fitas no momento da
replicacdo (TAUTZ, 1993). Estes erros sdo responsaveis pela adicdo ou delecdo de repetices
que conferem o carater altamente polimorfico destes locos. Os nimeros de repeticOes, nivel de
polimorfismo, assim como o numero de marcadores em si, sdo importantes para determinar a
dindmica do DNA microssatélite e a distancia genética. A diversidade genética depende da taxa
de mutacdo e essa, por sua vez, estd correlacionada com a diversidade dentro dos microssatélites
(GOLDSTEIN & SCHLTTERER, 1999; OLIVEIRA et al., 2006).

Além disso, estes locos geralmente apresentam-se seletivamente neutros, obedecendo aos
varios dos pressupostos usualmente utilizados em genética de populagdes. Por apresentarem

alelos de tamanho pequeno, permitem a utilizacdo de DNA altamente fragmentado ou em
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pequenas quantidades, sendo que a maioria dos microssatélites encontra-se em simples copia,
facilitando a identificacéo dos alelos sem ambiguidade (SCHLOTTERER, 1998).

Até 0 momento, existe na literatura apenas um estudo a respeito da diversidade genética
em MLCD de cativeiro, o qual Gallbusera e Gillemot (2008) desenvolveram marcadores
moleculares do tipo microssatélites para a espécie. Além deste, ha outro trabalho sendo
desenvolvido por Moraes et al. (dados ndo publicados), reportando a diversidade genética e

estruturacdo em populacGes de L. chrysomelas em vida-livre.

1.5. Correlacéo fitness-heterozigosidade (HFC)

Estudos recentes, com marcadores neutros do tipo microssatélites, relatam uma
correlacdo entre heterozigose e caracteristicas relacionadas a aptidao do individuo - fitness, tais
como: a sobrevivéncia (COULSON et al 1998, 1999; ROSSITER et al., 2001; MARKERT et al.,
2004; FONZO, Dl et al., 2011; VELANDO et al., 2015), o sucesso reprodutivo (MARKERT et
al., 2004; SEDDON et al., 2004), o comportamento reprodutivo (HOFFMAN et al., 2007) a
resisténcia a doencas (COLTMAN et al., 1999), entre outros. A disponibilidade de marcadores
moleculares altamente polimérficos, como microssatélites, fez a pesquisa sobre este assunto mais
viavel. A investigacdo realizada para saber se o fitness ou tracos relacionados com a aptidao dos
individuos estdo correlacionados com o seu nivel de heterozigose, é chamada de correlacdo
fitness-heterozigosidade (HFC).

Os primeiros estudos em HFC a utilizavam para inferir depressdo endogamica (usando
como base a hipotese do efeito geral), correlacionando heterozigosidade individual com o
coeficiente de endogamia (F), no entanto, varios estudos demonstraram que esta correlacdo
geralmente é fraca. Duas outras hip6teses foram criadas para as HFCs: a primeira € a hipétese do
efeito direto, onde prevé que os marcadores utilizados no estudo possuem efeito direto na aptiddo
e exibem sobredominéncia (maior heterozigosidade = maior aptiddo); e a segunda: hipotese do
efeito local - presume que os marcadores estdo em ligacéo fisica com locos sobredominantes ou
dominantes que influenciam no fitness (HANSSON & WESTERBERG, 2002).

A HFC utiliza a média de heterozigosidade individual em um painel de marcadores
neutros como medida de diversidade genética. Varias estimativas para medir a heterozigosidade
individual foram criadas no decorrer dos anos e até 0 momento existem cinco. As estimativas
diferem entre si dependendo dos dados que se pretende analisar e sao elas:

- PHt (proporcdo de locos heterozigotos em um individuo): Esta estimativa tem a

vantagem de ser muito simples, mas pode ser inadequada quando o numero de marcadores
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utilizados é pequena, quando os locos diferem em numero e frequéncia de alelos ou quando os
genotipos de um individuo ndo séo “digitados” em todos os locos (APARICIO et al., 2006);

- Hs_exp (heterozigose padronizada baseada na heterozigosidade média esperada): A
padronizacédo faz esta estimativa insensivel ao fato de que os individuos incluidos na amostra ndo
podem ser todos genotipados no mesmo loco. No entanto, assume uma relacdo linear entre
heterozigosidade num determinado loco e seu nimero de alelos, podendo subestimar o efeito dos
locos mais polimorficos (APARICIO et al., 2006);

- Hs_obs (heterozigose padronizada baseada na heterozigosidade média observada):
estimativa altamente conservadora e possui melhor desempenho do que Hs_exp em casos de
dados que exibem alelos nulos ou alelo dropout (AMOS, 2005);

- IR (parentesco interno): Esta estimativa permite que o compartilhamento de alelos raros
conte mais do que os alelos mais comuns (APARICIO et al. 2006) e;

- HL (homozigose por loco): Este estimador foi criado para resolver alguns dos
problemas de IR. Leva em conta o fato de que alguns locos sdo mais informativos do que outros.
HL considera a contribuicdo de cada loco em vez de a contribuicdo de cada alelo, dado aos locos
mais informativos maior peso (APARICIO et al., 2006).

Até o momento, ndo existem trabalhos com espécies de primatas ndo humanos que

tenham investigado possiveis correlagdes entre fitness e heterozigosidade.
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2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar geneticamente as populagfes ex situ de mico-ledo-da-cara-dourada
(Leontopithecus chrysomelas) da Fundacdo Parque Zoologico de S&o Paulo e do Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro, utilizando marcadores do tipo microssatélites, com a finalidade
de subsidiar futuros programas de manejo e reintroducgdo, ja que estes animais podem representar
uma apolice de seguro para a espéecie. Além de verificar os niveis de heterozigosidade individual

em Leontopithecus chrysomelas e investigar possiveis correlacdes entre fitness-heterozigosidade.

2.1. Objetivos especificos

- Conhecer a diversidade genética de populaces cativas de Leontopithecus chrysomelas;

- Estimar o coeficiente de endogamia de heredograma (F), bem como averiguar as
relaces de parentesco através de um heredograma em individuos da populacéo ex situ do mico-
ledo-da-cara-dourada;

- Comparar a diversidade genética encontrada nas populagdes ex situ com dados das
populacgdes in situ de MLCD reportados na literatura;

- Inferir sobre a relevancia da diversidade genética da populacdo em cativeiro para a
conservacao da espécie;

- Calcular heterozigosidade individual nos animais de populagdes cativas de MLCD;

- Correlacionar a contribuicdo individual para o crescimento populacional (Pt), como
medida de fitness com a heterozigosidade individual verificada nas populacdes de cativeiro do
MLCD.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacéo e Localidades Ex situ

Este estudo foi realizado com as populacGes ex situ de Leontophitecus chrysomelas do
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) e da Fundagdo Parque Zoologico de Séo Paulo
(FPZSP). Localizado em uma area de 825 m2 de Mata Atlantica, a FPZSP é o maior Zooldgico
do Brasil e se encontra ao sul da cidade de S&o Paulo, alojando em seu territério o riacho do
Ipiranga (FPZSP, 2012). Ja o CPRJ dista cerca de 100 quilémetros do Centro da Cidade do Rio
de Janeiro e ocupa uma area aproximada de 265 hectares, em contrafortes da serra dos Orgaos,
localizado no municipio de Guapimirim, entre Magé e Cachoeiras de Macacu.

3.2. Obtencdo das amostras

Foram coletadas amostras de sangue e pelo de 55 individuos da populagdo de L.
chrysomelas que reside no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro e 49 amostras de pelo de
individuos da Fundacdo Parque Zoologico de Sdo Paulo, no ano de 2013. Para as amostras de
sangue foram coletados 200 uL com seringas de 3 ml e agulhas de 13x4, 5 mm, através de
puncdo venosa no fémur (Figura 4). Depois de coletadas as amostras foram transferidas para
tubos eppendorfs com EDTA, devidamente rotulados com as informagdes do animal e colocados
em uma caixa isotérmica para transporte. Ja os pelos, juntamente com o bulbo, que é a parte
onde se localiza o tecido vivo com DNA, foram arrancados do dorso de cada individuo e
armazenados em envelope de plastico individualizados e rotulados. As amostras foram coletadas
por funcionarios devidamente preparados para os procedimentos de contencdo e retirada de
sangue e pelo destes animais (Figura 3). Depois de coletadas, as amostras foram encaminhadas
para o Laboratorio de Biodiversidade Molecular e Conservacédo da Universidade Federal de Sédo
Carlos (UFSCar).
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Figura 3 — Coleta de sangue de L. Chrysomelas realizada por Alcides Plssnati,
no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro.
(Foto: Gisele Orefice)

3.3. Extracéo do DNA

3.3.1. Amostras de sangue

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada com tampé&o salino seguindo o
protocolo de Aljanabi e Martinez (1997), com modificagdes, ficando da seguinte maneira: para
cada extracdo foram utilizados 100 pL de sangue, o qual foi centrifugado por 10 minutos, sendo
usado para os outros procedimentos apenas o “pellet”. A lise celular foi feita com tampao salino
(NaCl 0,4 mM; TRIS-HCI 10mM ph = 8 e EDTA ph = 8 a 0,2 mM), foi adicionado também 30
uL de SDS 20%, seguida de digestdo enzimatica por 8ul de proteinase k (0,1mg/mL) e incubado
a 55-65° C overnight. Depois de centrifugar, foi adicionado sal (NaCl 5M), ao sobrenadante
obtido e o DNA foi precipitado pela adicdo de etanol gelado 100%. Houve mais duas
centrifugacBes com a adicdo de etanol e o descarte do sobrenadante a fim de purificar as
amostras. Por ultimo, o DNA obtido foi secado em uma estufa e diluido com 50 puL de tampao
TE, ao qual mantém sua integridade. Apds ser feita uma estimativa da concentracdo em
espectrofotdbmetro e uma verificacdo de sua qualidade em gel de agarose 1%, o DNA extraido foi
novamente diluido em TE, com uma concentragdo final de 20 ng/uL, e estocado em freezer a -
20° C.

3.3.2. Amostras de pelo

Para a extracdo de DNA das amostras de pelo foram utilizadas as orientagdes contidas no
protocolo de fenol-cloroférmio de Sambrook e Russel (2001), com algumas modificacoes.
Assim, foram utilizados, aproximadamente, vinte pelos de cada individuo por extracdo. O
procedimento de extracdo envolveu basicamente a lise das células com tampéo de extracdo (25
puL de SDS al 10%, 5 uL de RNAse 0,1 mg/mL, 100 uL de EDTA 0,1M, 2,5 uL de Tris-HCI
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0.01 M e 322,5 puLL de 4gua ultra pura (mili-Q)), seguida de digestdo enzimatica por 30 pL de
proteinase k (0,1mg/mL) incubado por no minimo 5 horas ou de um dia para o outro, a 56° C.
Em seguida, foi adicionado fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, seguido de uma suave agitacdo
por 10 minutos e posterior centrifugacdo. Ao sobrenadante obtido foi adicionado sal (NaCl 5M)
e 0 DNA foi precipitado pela adicdo de etanol gelado 100%. Depois houve mais duas
centrifugagdes com a adicdo de etanol e o descarte do sobrenadante com a finalidade de purificar
as amostras. Por fim, o DNA obtido foi secado em uma estufa e passou por dilui¢do com 30 uL
de tampdo TE, ao qual mantém sua integridade. Apds ser feita uma estimativa da concentracao
em espectrofotdmetro e uma verificagdo de sua qualidade em gel de agarose 1%, o DNA
extraido foi estocado em freezer a -20° C, porém, como a quantidade de DNA obtido das
amostras de pelo foi muito baixa, ndo foi possivel realizar a sua quantificacdo em

espectrofotémetro.

3.4. Amplificacdo dos locos de microssatelites e genotipagem

Dezesseis locos microssatélites foram amplificados utilizando sete primers especificos
para Leontophitecus chrysomelas (GALBUSERA & GILLEMOT, 2008) e nove primers
heterélogos, especificos para Leontopithecus chrysopygus ((PEREZ et al., 2005) (Tabela 1).
Estes primers continham uma cauda universal formada por 18 pares de bases a mais na posicéo
5°, permitindo a utilizagdo da metodologia proposta por Schuelke (2000), na qual, em ciclos
subsequentes da PCR, um primer universal M13 complementar a esta cauda universal e marcado
com fluoré6foro é incorporado ao produto de PCR. Foram utilizados quatro flur6foros distintos
(FAM, VIC, NED e PET), com a finalidade de ajudar na posterior identificacdo dos alelos.

Reacdes com volume final de 10 uLL foram preparadas para as amplificagdes. Cada uma
contendo 5 pL de GoTag® PROMEGA (mix preparado contendo quantidades especificas de
cloreto de magnésio, Taq e DNTP’s), 0.5 uL de cada primer especifico e do primer universal
M13, 0.2 uL BSA (10mg/ml), 0,15 de cloreto de magnésio (50mn/ uL), 1 uL de DNA extraido
de amostras de sangue e 2 uL de DNA extraido de amostras de pelo, e finalmente, 2.15 ou 1,15
pulL de agua mili-Q. As PCRs foram realizadas em termociclador ® Eppendorf Mastercycler
Gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha), utilizando-se um ciclo inicial de desnaturagéo a
94° C por 5 minutos, para a desnaturacdo, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 94° C e um
gradiente de temperatura de alinhamento (Tabela 1), especifico para cada loco, durante 45
segundos a 72° C. Foram adicionados mais 8 ciclos assim distribuidos: 30s a 94° C, 45s a 53° C
(temperatura de alinhamento do marcador M13), 45° a 72° C e finalmente uma etapa de extenséo

a 72° por 10 minutos.



Tabela 1. Locos microssatélites que amplificaram com sucesso. Apresenta-se, para cada loco: o nome do
primer, as suas sequéncias (Forward: F e Reverse: R), a florescéncia e a temperatura de alinhamento (T°
C) utilizada neste estudo. Lchu- especificos para L. chrysomelas; Leon- especificos para L. chrysopygus.

Loco Sequéncia dos primers (5°-3°) Flurdforo | T°C
LchuO1 F: GCTCAGGTGTTATTTATGTCCAAA PET 58°C
R: GTTTCTTGCAACTATCTTGCATGTTCTGC
Lchu03 | F: AAGGCATGATGTATCTTGTTCTCA FAM | saoc
R: GTTTCTTATCTTTCTGTATGTGTCTCCCTGTCT
Lchu04 | F: TGACCAAAGAAAATGCAAAA vic | ssec
R: GTTTCTTGCACAGGGTATTTAGCAGGA
Lchu05 | F: TGATGCTAAAACAGAAGCATTT NED | 550C
R: GTTTCTTGTCCTGATGTTCACAAAACCT
Lchu0g | F: GCCTTAATTAGCACCAGAACC PET | 580C
R: GTTTCTTACCACTCCAAGCCTTCAGTA
Lchuo8 | F: CACGGCAATGTGGGAATAA NED | 5800
R: GTTTCTTTTCAGTAGTTGGGACTGGGATAA
Lchu09 | F: TTCATTGTAGCATTGTTGGTCAT vic | ssc
R: GTTTCTTTTGCCTCCTCATAGTTCCTCAT
Leon35c42 | F: GTGGAAAGGTTTCAGAATATC PET | 6o°C
R: TGCAGTTGTCCACACTTTA
Leon30c73 | F: GGACCTGATTGAAGCAGTC NED | 60oC
R: TTCCCTGAGAATCTAATGGAG
Leon11c72 | F: AGGATTACAGGTGCCCAC VIC 60°C
R: TTGCATATTGTGTTCAACTTC
Leon3c20 | F: CTGTATGTGATCGCTTTTACCTG FAM 60°C
R: AAGGCAATCTAACTAATCAACACTC
Leon21c75 | F: CAGTTGAGGGAACAGGAATTA PET | 60°C
R: CACTGCACTGACAGAGCAAG
Leon27c13 | F: AAGCGCAGATTTATTGATAGG vic | soee
R: TGCAGGTAAATGATGGTAATG
Leon31c97 | F: TGGTCCAGAGAAATGATGTC NED | 5800
R: GTAATTCCTTGGATTTATGCC
Leon? | F:CTGCTTCTTGTTCCACTTCTTCTC EAM | s60C
R: GTTTGGGTGGTTGCCAAG
Leon15c85 | F: CTGATCCTTGAAGCAGCATTG vic | soc
R: GGTTAAAGGGGTTCGTTCTGTG

Os produtos

amplificados foram
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de PCR foram visualizados em géis de agarose 1%. Os fragmentos

genotipados. Os eletroferogramas resultantes da genotipagem foram

analisados mediante o programa Geneious (KEARSE et al., 2012) e, para se estimar o tamanho

molecular correspondente aos alelos de cada individuo, foram levados em conta os tamanhos

indicados no programa e em dados ja descritos na literatura. Os genoOtipos recolhidos do

programa foram transcritos para planilhas no Excel, que serviram de base para a formatacéo dos

arquivos de entrada para os diferentes programas usados nas demais analises.
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3.5. Analise dos dados

3.5.1. Diversidade genetica

Antes das analises de diversidade genética, o software Micro-Checker
(VANOOSTERHOUT et al., 2004) foi utilizado com a finalidade de examinar a existéncia de
erros na determinacdo dos genotipos durante as analises dos eletroferogramas, assim como a
amplificacdo de alelos dropout (alelo-preferencial) e a ocorréncia de alelos nulos (falta de
amplificacdo de um dos alelos dos individuos diploides).

Valores de Fst (WRIGHT, 1978) foram obtidos como medida de divergéncia genética
entre as populacdes cativas estudadas neste trabalho, através do programa GenAlex 6.4.1
(PEAKALL & SMOUSE 2006). Os resultados foram gerados usando a interpolacdo dos dados
nulos ou ausentes, com nivel de significancia de 0.05 e 10.000 permutacdes. Também foi feita
uma Analise de Correspondéncia Fatorial (AFC), para obtencdo de um gréafico inferindo o grau
de separacdo, ou ndo, dos grupos, através do programa Genetix 4.02 (BELKHIR et al. 2001).

Posteriormente, foi analisada a diversidade genética para cada grupo genético encontrado.
O Conteldo de Informacéo Polimorfica (PIC), o qual determina o quao informativo os locos sdo
para as analises de diversidade, foi estimado através do programa computacional Cervus 3.0.3
(KALINOWSKI et al. 2007). Foram estimados o ndmero de alelos por loco (Na),
heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), usando o programa GenAlex 6.4.1
(PEAKALL & SMOUSE, 2006), e a riqueza alélica (Ra) usando o programa FSTAT (GOUDET,
2001). Os desvios entre as propor¢des genotipicas esperadas e observadas segundo o Equilibrio
de Hardy-Weinberg foram avaliados no programa Genepop (ROUSSET, 2008). O coeficiente de
endogamia (Fis), bem como os valores de P (p-valor) maior e menor que os esperados, foram
calculados no programa FSTAT (GOUDET 2001). Corre¢des para testes maltiplos foram feitas
seguindo o procedimento de Bonferroni (RICE, 1989). Riqueza alélica foi calculada também

com o auxilio do programa computacional HP-rare (KALINOWSKI et al., 2005).

3.5.2. Andlise do studbook e do Coeficiente de Endogamia de Heredograma (F)

A anélise do pedigree dos mico-ledes-da-cara-dourada foi realizada com o auxilio do
pacote Pedigree (COSTER, 2012) da plataforma estatistica R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2015), o qual utiliza os seguintes argumentos:

- ID: Identificacdo de cada individuo presente no Studbook.

- SIRE: Identificacdo do pai de cada individuo.

- DAM: Identificacdo da mé&e de cada individuo.
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Através deles calcula o valor do coeficiente de endogamia de heredograma (F) para todos
os individuos. Todos os animais registrados no Studbook, desde o primeiro exemplar introduzido
em cativeiro até o ultimo nascido no ano de 2011, foram utilizados no célculo. Além do F, este
pacote também calcula o numero de geracGes existentes desde o inicio do programa de
reproducdo em cativeiro. As informagdes necessarias para estas analises foram retiradas da
versdo mais recente do Studbook Internacional do Mico-ledo-da-Cara-Dourada (Leontopithecus
chrysomelas) (LUDWIG E GALBUSERA, 2011).

O pacote Kinship2 (THERNEAU et al. 2014), também da plataforma R, foi usado para a
construcdo de um heredograma com os individuos amostrados nesse estudo e registrados no
Studbook. Para isso, foram utilizados os argumentos:

- id: identificacdo de cada individuo presente no Studbook.

- father: Identificacdo do pai de cada individuo.

- mother: Identificacdo da mae de cada individuo.

- sex: sexo de cada individuo.

Para a geracdo deste heredograma foram utilizados apenas os MLCD amostrados neste
estudo e os seus antepassados (pais, avés, bisavos, etc) até chegar ao fundador dos grupos

cativos estudados, o qual ndo se sabe a descendéncia em vida-livre.

3.5.3. Heterozigosidade individual e Correlacéo Fitness-Heterozigosidade (HFC)

Neste trabalho, utilizou-se como medida de fitness, a contribuicdo individual para o
crescimento populacional (Pt), em um determinado intervalo de tempo. A Pt foi estimada através
da soma do “componente sobrevivéncia” com o “componente fecundidade” de cada individuo,

de acordo com a seguinte Equacdo 1:

Suiy — S | | e _fr
Pi 1IN 1[N, =1

/ N\

Componente Componente
Sobrevivéncia Fecundidade

Onde St(i) e Ft(i) sdo, respectivamente, sobrevivéncia e nascimento de individuos (i) na

populacdo, em um determinado tempo (t); e St e Ft define a média de sobrevivéncia e
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nascimentos de todos os individuos da populagdo no tempo t (PELLETIER et al. 2007 apud
FONZO, DI et al. 2011). Os dados para o célculo do Pt foram retirados do Studbook mais
recente do MLCD (LUDWIG E GALBUSERA, 2011) e foram analisados para os anos de 2002 a
2011, variando o numero de individuos entre 43 a 52 para 0 CPRJ e entre 21 a 62 para o FPZSP
(Tabela 6). Foram utilizadas as informagdes de todos os animais que viveram ou/e vivem na
Fundacéo Parque Zooldgico de S&o Paulo e no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro entre 0s
anos de 2002 a 2011. Os dados da contribuicao individual para o crescimento populacional (Pt)
foram analisados para os anos de 2002 a 2011, variando o nimero de individuos entre 43 a 52
para o CPRJ e entre 21 a 62 para 0 FPZSP (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médio de Pt de acordo com os anos. N = nimero de individuos usados para o calculo
da Pt.

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

CPRI N 52 a7 a7 43 a6 a6 a4 44 43 43
Ptmedio -6,54E-18 -6,35E-18 7,53E-18 7,75E-18 -5,73E-18 5,58E-18 -1,21E-17 1,88E-17 1,65E-17 -1,94E-18
FPZSP N 62 53 55 26 21 24 32 37 a4 50

Ptmedio 448E-19 4,32E-18 8,58E-18 -8,01E-18 0,00E+00 1,68E-17 -1,30E-18 6,94E-18 7,55E-05 0,00E+00

Antes do célculo das heterozigosidades individuais, foi realizado o teste de Spearman,
para verificar se a heterezigosidade é estatisticamente independente entre os locos. A variavel
heterozigosidade/homozigosidade foi analisada como uma variavel binaria para todos os locos
em cada um dos individuos genotipados. Os locos ndo independentes foram eliminados das
outras analises.

Para o célculo das cinco heterozigosidades, PHt (proporcéo de locos heterozigotos em um
individuo), Hs_exp (heterozigosidade padronizada baseada na heterozigosidade média esperada),
Hs obs (heterozigosidade padronizada baseada na heterozigosidade média observada), IR
(parentesco interno) e HL (homozigose por loco), foi utilizada a funcdo GenHet (COULON,
2010) na plataforma estatistica R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015), a qual utiliza os
argumentos:

- dat: objeto que contém os genotipos dos individuos.

- estimfreq: variavel binaria que permite ou impossibilita o calculo das frequéncias
alélicas.

- locname: vetor que contém o nome dos diferentes microssatélites.

- alfuser: vetor que contém as frequéncias alélicas.
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Com a finalidade de conferir se havia diferenga significativa nos valores de Pt entre
fémeas e machos utilizou-se o teste de Wilcoxon. Caso fosse encontrada diferenga significativa,
as andlises seriam realizadas separando 0s sexos, pois 0 sexo estaria influenciando de forma
diferente o fitness. Foram feitas regressoes lineais e polinomiais para testar a possivel Correlacédo
Fitness-Heterozigosidade utilizando os valores de heterozigosidade individual e de Pt
Adicionalmente foi verificado o efeito da idade e de cada ano sobre os valores de Pt através de
regressdes lineares e polinomiais e do teste de Kruskal-Wallis, respectivamente.

Para testar se junto com a heterozigosidade o ano e idade afetam o valor de Pt, foi
realizada uma regressdo multipla. A heterozigosidade individual escolhida para testar o melhor
modelo de regressdo multipla foi a HL (homozigose padronizada por loco), pois ela parece ser
mais adequada em relacdo as demais medidas, pois leva em consideracdo as diferencas nas
frequéncias alélicas. HL é uma medida de homozigose, assim, o0s valores mais baixos
correspondem a uma maior heterozigosidade. A escolha do melhor modelo de regressdo multipla
foi realizada usando a Bidirectional Stepwise Regression Process. Com a finalidade de
determinar qual dos componentes do Pt era melhor explicado pelas variaveis estudadas, foram
analisados separadamente cada um deles (Equacéo 1).

Todas as analises estatisticas citadas acima foram efetuadas através da plataforma R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015).
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4. RESULTADOS

4.1. Estrutura e diversidade genética

Foi detectada a presenca de alelos nulos nos locos Leon30c73 e Leon15¢85 no conjunto
de dados do CPRJ e no loco Lchul da FPZSP. Esses locos ndo foram removidos das andlises,
pois ndo influenciaram nos valores do Equilibrio de Hardy-Weinberg, nem nos valores medios
das demais medidas de diversidade genética.

Valores de Fst entre 0.05-0.15; 0.15-0.25 e acima de 0.25 significam, respectivamente,
que h& uma baixa, moderada e alta diferenciacdo (WRIGHT, 1978). O valor encontrado para o
Fst foi significativo (Fst= 0.27), mostrando uma alta diferenciacdo entre as populacdes ex situ de
L. chrysomelas do CPRJ e a da FPZSP, portanto as posteriores analises foram realizadas
separando os dois grupos cativos. Através da Analise de Correspondéncia Fatorial foi possivel
obter um gréafico (Figura 5), o qual corrobora com o resultado obtido de Fst, mostrando uma
separacao entre as duas populagdes.

Axe 86 %)

Figura 4 - Analise de Correspondéncia Fatorial mostrando a presenga de dois grupos: populagdo da
FPZSP (pontos amarelos) e populacdo do CPRJ (pontos azuis).

De acordo com a classificagdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores de PIC
superiores a 0.5 sdo considerados muito informativos, valores entre 0.25 e 0.50 razoavelmente
informativos e inferiores a 0.25 pouco informativos. Foram encontrados valores de PIC
superiores a 0.25 na maioria dos locos analisados, sendo que o valor medio de PIC (Tabela 3)
indicou que os locos testados foram altamente informativos, com exce¢do do marcador

Leon31c97 que se mostrou pouco informativo com um valor de PIC igual a 0.175 na FPZSP.
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Tabela 3 - Contetido de Informacéo
Polimorfica (PIC) para dezesseis locos
microssatélites.

Locus PIC PIC
FPZSP  CPRJ
LchuO1 0.572 0.525
Lchu03 0.793 0.724
Lchu04 0.420 0.399
Lchu05 0.740 0.701
Lchu09 0.287 0.689
Lchu08 0.740 0.634
Lchu06 0.445 0.645

Leon35c42  0.427 0.657
Leon30c73  0.399 0.672
Leonllc72  0.579 0.567
Leon3c20 0.631 0.640
Leon21c75 0.305 0.472
Leon27¢13  0.580 0.486
Leon31c97 0.175 0.747
Leon2 0.550 0.738
Leon15c¢85  0.352 0.820
MEDIA 0.500 0.632

Nas duas populacdes, todos os locos amplificados foram polimdrficos. No CPRJ, o
namero de alelos variou de 3 a 7, a riqueza alélica média foi de 4.99 e a heterozigosidade média
observada e esperada foram de Ho = 0.668 e He = 0.650. J& na FPZSP o nimero de alelos variou
de 2 a 7, a riqueza alélica média foi 4.49 e heterozigosidade média observada e esperada com
valores de 0.575 e 0.550, respectivamente. Houve evidéncia de desvios significativos no
equilibrio de Hardy-Weinberg (mesmo depois da correcdo sequencial de Bonferroni), no loco
Leon11c72 nas duas populagdes avaliadas, e na da FPZSP, além deste, também foi encontrado
desvio no loco Leon27c¢13 que pode ser explicado pelo excesso de heterozigotos verificados
nesses locos. Em nenhum dos locos foi encontrado valores significativos do coeficiente de
endocruzamento (Fis). O Fis médio foi de -0.021 e -0.038, no CPRJ e na FPZSP,
respectivamente, indicando um sistema de exogamia (fuga da endogamia).

Todos os valores de diversidade genética para a populacdo ex situ de mico-ledo-da-cara-

dourada do CPRJ s&o apresentados na tabela 4 e os da FPZSP na tabela 5.
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Tabela 4 — Caracteristicas dos locos de microssatélites e diversidade genética em L. chrysomelas do CPRJ.

Locus PB N Na Ra Ho He Penw Fis PLarger PSmaller
Lchul 210-218 52 3.000 3.000 0.615 0.594 0.4902 -0.027 0.6438 0.4781
Lchu3 316-340 52 6.000 5.994 0.827 0.761 0.2899 -0.076 0.8844 0.2250
Lchu4 396-416 52 6.000 5579 0.519 0447 0.1284 -0.152 0.9535 0.1000
Lchu5 264-298 51 6.000 5.824 0.706 0.743 0.2822 0.060 0.2406 0.8313
Lchu9 418-428 52 6.000 5772 0846 0.735 0.1186 -0.141 0.9719 0.0531
Lchu8 226-240 53 7.000 6.998 0.660 0.660 - -0.008 0.4844 0.6594
Lchu6 180-192 53 6.000 5.792 0.623 0.684 0.1059 0.100 0.1313 0.9344
Leon35c42 245-247 54 6.000 5.990 0.593 0.701 0.2538 0.164 0.0063 1.0000
Leon30c73 258-274 55 6.000 5997 0582 0.706 0.0473 0.185 0.0219 0.9938
Leonllc72 308-324 55 4.000 4.000 0.982 0.631 0.0000* -0.550 1.0000 0.0031
Leon3c20 300-314 55 6.000 5988 0.709 0.674 0.5266 -0.043 0.7656 0.3438
Leon21c75 298-304 55 4.000 3.987 0.527 0.567 0.0663 0.080 0.2750 0.7938
Leon27¢13 212-216 55 3.000 3.000 0.600 0.555 0.2559 -0.072 0.7906 0.3281
Leon31c97 316-322 54 4.000 4.000 0.611 0.675 0.4217 0.104 0.1250 0.9281
Leon2 218-224 42 4.000 4.000 0.810 0.687 0.4453 -0.167 0.9688 0.0781
Leon15c¢85 292-302 53 4.000 4.000 0.472 0584 0.0572 0.202 0.0313 0.9875
Média 5.063 4.995 0.668 0.650 -0.021

PB= pares de bases; N= tamanho amostral; Na= nimero de alelos; Ra= Riqueza alélica; Ho= Heterozigosidade
Observada; He= Heterozigosidade Esperada; Peyw= P-valor para o Equilibrio de Hardy-Weinberg ap6s correcéo
Sequencial de Bonferroni (0,0045 < o > 0,05); Fis= Coeficiente de Endocruzamento; pLarger e pSmaller= P-valor

para o coeficiente de endocruzamento. (*) valores de p significativo.

Tabela 5 - Caracteristicas dos locos de microssatélites e diversidade genética em L. chrysomelas da FPZSP.

Locus pb N Na Ra Ho He Penw Fis PLarger PSmaller
Lchul 210-218 47 3.000 3.000 0.468 0.645 0.0041 0.285 0.0094 0.9969
Lchu3 316-340 46 6.000 6.000 0.804 0.818 0.5140 0.029 0.3969 0.7625
Lchu4 396-416 46 6.000 5.797 0.413 0.446 04216 0.085 0.2344 0.8781
Lchu5 264-298 46 6.000 6.000 0.696 0.771 0.0105 0.109 0.1125 0.9438
Lchu9 420-426 47 4.000 3.999 0.319 0.301 0.4954 -0.049 0.7688 0.4969
Lchu8 224-238 38 7.000 7.000 0.789 0.775 0.7879 -0.005 0.5781 0.5594
Lchu6 180-190 49 4.000 3.773 0.429 0.548 0.1050 0.228 0.0313 0.9844
Leon35c42 245-257 39 7.000 6.948 0.487 0.447 0.2827 -0.076 0.8813 0.2938
Leon30c73 258-274 45 5.000 4.821 0.489 0.447 0.2457 -0.082 0.8438 0.2875
Leonllc72 308-324 45 4.000 4.000 0.889 0.624 0.0000* -0.415 1.0000 0.0031
Leon3c20 300-314 46 5.000 4.999 0.761 0.683 0.0718 -0.104 0.9219 0.1594
Leon21c75 298-302 47 3.000 2.809 0.447 0.363 0.0594 -0.220 0.9531 0.0688
Leon27c¢13 210-214 48 3.000 3.000 0.875 0.654 0.0001* -0.328 1.0000 0.0031
Leon31c97 320-322 46 2.000 2.000 0.174 0.194 0.4165 0.113 0.4094 09375
Leon2 218-224 45 6.000 5.838 0.578 0.620 0.0342 0.079 0.2469 0.8375
Leon15c85 292-294 47 2.000 2.000 0.574 0.456 0.0805 -0.251 0.9844 0.0844
Média 4563 4.499 0.575 0.550 -0.038

PB= pares de bases; N= tamanho amostral; Na= nimero de alelos; Ra= Riqueza alélica; Ho= Heterozigosidade
Observada; He= Heterozigosidade Esperada; Pgyw= P-valor para o Equilibrio de Hardy-Weinberg apds correcdo
Sequencial de Bonferroni (0,0045 < o > 0,05); Fis= Coeficiente de Endocruzamento; pLarger e pSmaller= P-valor

para o coeficiente de endocruzamento. (*) valores de p significativo.
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4.2. Analise do Studbook e do Coeficiente de Endogamia de Heredograma (F)

O pacote pedigree (COSTER, 2012) usou as informacgdes contidas no mais atual
Studbook dos MLCD (GALBUSERA, 2011) registrados até o ano de 2011, totalizando um
numero de 2703 animais. A partir dessa informacao, foi possivel reconstruir todo o histérico de
acasalamentos entre os individuos até chegar aos primeiros micos-ledes-da-cara-dourada
responsaveis em fundar a populacdo ex situ da espécie. Os resultados mostram que desde a
primeira colonia estabelecida em cativeiro, em 1972, até os dias atuais, existiram nove geracoes
de MLCD, com 351 fundadores (entende-se por fundador, individuos que foram capturados da
vida-livre, e que se presume ndo serem aparentados, representando toda a diversidade genética
da populacéo).

Os valores do coeficiente de endogamia de heredograma (F) para as duas primeiras
geracOes foram iguais a zero. Como citado anteriormente, é levado em consideracdo que 0s
fundadores ndo séo aparentados, entdo Se assume sempre zero para as primeiras geragoes. A
partir da terceira geracdo observou-se uma flutuacdo no valor desse coeficiente. Aumentou da
geracdo Il em diante, porém foi na geracdo VI que o aumento foi consideravelmente maior, com
um valor médio de F = 0,106, passando a diminuir novamente nas duas geracfes posteriores.
(Tabela 6).

Tabela 6 — Numero de individuos e
Coeficiente  de  endogamia de
heredograma (F) medio, por geracdes.
*valor do individuo.

NUmero de F
Geracdo individuos médio

0 351 0

I 503 0
Il 457 0,027
i 432 0,035
\Y 395 0,030
\% 397 0,030
VI 131 0,106
VIl 36 0,072
VIl 1 0,031*

Por fim, com heredograma gerado no pacote kinship2 (THERNEAU et al. 2014),
através das relagdes de parentesco entre os individuos amostrados neste estudo, é possivel
verificar a separacdo de trés grupos pequenos familiares mais atuais no CPRJ, com dois deles

possuindo fundadores ainda vivos (2069-2067 e 2070-2071, o ultimo individuo falecido), e mais
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dois grupos maiores, com 12 ancestrais no total (Figura6). J& na FPZSP houve a formacéo de
somente um grande grupo familiar descendente de apenas quatro individuos. E possivel observar
também que, em geral, existiram mais acasalamentos entre aparentados no CPRJ do que na
FPZSP e que a razdo de nascimentos de macho/fémea ndo € semelhante, mostrando mais
nascimentos de machos, porém, essa questdo ainda precisa ser investigada com mais cuidado em

outro estudo.
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Figura 5 — Genealogia de Leontonpithecus chrysomelas em dois cativeiros do Brasil. Relacdo de todos os individuos que contribuiram para 0s grupos
familiares atuais.

2177 160312178 2715 2331 21 1212273 2372 2538 2539 2640 26412694 2774 2703 25502551 21532154

GosoHOOHOON

2719 2803 2818 2619 2875 2384 2385 2533 2564 2630 2699

Circulos e quadrados representam fémeas e machos, respectivamente; losangos representam individuos dos quais ndo se conhece 0 sexo simbolos com uma
linha diagonal indicam os animais que j& faleceram; simbolos unidos por uma linha tracejada representam um mesmo individuo; casais unidos por uma dupla
linha representa acasalamento entre individuos aparentados; os nimeros indicam a identificacdo de cada individuo no Studbook; simbolos preenchidos com a
cor vermelha pertencem a animais do Centro do Primatologia do Rio e Janeiro e os simbolos preenchidos com a cor preta pertencem a animais da FPZSP.
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4.3. Heterozigosidade individual (HI) e Correlacdo Fitness-Heterozigosidade (HFC)

O teste de Spearman detectou correlagéo significativa em diferentes locos propostos,
assim foram eliminados das analises os locos: Leon31, Leon30, Leon3, Leon35 e Lchu6. A
escolha da retirada desses locos foi feita considerando os que possuiam maior numero de
correlagdes significativas com outros locos, e pelo grau de significancia (Apéndice A). Nao
foram verificadas diferencas significativas nos valores de Pt entre machos e fémeas (valor de p
= 0.4632 para 0 CPRJ e valor de p = 0.1766 para a FPZSP), entdo as analises posteriores foram
realizadas considerando as duas variaveis juntas.

As regressbes entre Pt e as cinco diferentes heterozigosidades individuais da
populagédo do CPRJ, foram significativas ( p <0.05) - exceto entre Pt e IR (p = 0.057) -,
mostrando que hd uma correlacdo entre heterozigosidade individual e a Pt (Gréficos A). Ja para
a populacdo da FPZSP, os valores ndo foram significativos, ndo havendo, portanto, nenhuma
correlacdo entre essas varidveis (Graficos B). Os valores das cinco heterozigosidades

calculadas para todos os individuos cativos desse estudo encontram-se no Apéndice B.



Graficos A e B - Regresses lineares entre heterozigosidades individuais e Pt.
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A e B indicam os gréaficos referentes as populacdes do CPRJ e a FPZSP, respectivamente; Pt —
contribuicdo individual para o crescimento populacional; PHt (proporcdo de locos
heterozigotos em um individuo), Hs exp (heterozigosidade padronizada baseada na
heterozigosidade média esperada), Hs_obs (heterozigosidade padronizada baseada na
heterozigosidade média observada), IR (parentesco interno) e HL (homozigose por loco).
Pontos em forma de circulo=individuos.
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Ja nas regressoes entre Pt e idade verificou-se a existéncia de uma correlacdo entre essas

duas variaveis tanto na FPZSP, quanto no CPRJ (Graficos C e D).
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Gréficos C e D — Regresséo linear e cubica entre Pt e Ln(idade), para a populagdo do
CPRJ e da FPZSP, respectivamente. Os pontos em forma de circulo séo os individuos.

Ao verificar os valores de Pt ao longo dos anos pode se observar que eles se mantém
constantes para CPRJ, com valores perto do zero, e variam drasticamente para FPZSP (Grafico
E). A variacdo no valor de Pt no ano 2010 na FPZSP se deve ao aumento do valor do
“componente sobrevivéncia” dos individuos nesse ano. Apos o teste de Kruskal-Wallis foram
encontrados valores de p < 2.2e-16 para 0 CPRJ e p = 5.21e-12 para a FPZSP, mostrando que o
valor de Pt é significativamente diferente entre os anos, assim, os anos foram considerados na

analise de regressdo multipla.
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Gréfico E — Variacdo do Pt médio por ano em ambos
0s cativeiros.
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O modelo predito pela analise de regressdo multipla stepwise para o CPRJ indicou
uma significativa associagdo entre a variadvel dependente Pt com a idade, HL (como medida de
heterozigose/homozigose individual) e 0 ano (R?= 0.13, p-value= 0.001557). Ao analisar cada
um dos componentes do Pt se obteve que o “componente sobrevivéncia” ndo mostra associagao
com nenhuma das varidveis estudadas, mas o “componente fecundidade” apresenta uma
significativa associagdo com a idade e HL (R?= 0.05, p-value= 0.004062). No entanto para a
FPZSP, a Unica variavel que mostrou estar associada com o Pt foi a idade dos individuos
(R2=0.06, p-value= 3.979e-06). Separando os componentes do Pt também ndo foi encontrada
associagdo com o “componente sobrevivéncia” e as variaveis estudadas, mas o componente
fecundidade apresenta uma significativa associacdo entre a variavel Pt com a idade (R2=0.17, p-
value= 6.125e-09).
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5. DISCUSSAO

O valor obtido para o Fst encontrou uma alta diferenciacdo entre as duas populagoes
cativas analisadas, mostrando que ndo ha fluxo génico entre elas. Informacgdes contidas no
heredograma gerado neste estudo mostram que a cinco gera¢fes ndo ocorrem trocas de
individuos contribuintes para a prole atual entre as instituicbes CPRJ e FPZSP, ou seja,
atualmente ndo existe fluxo génico entre essas populacbes, o que também influenciou nos
resultados de estruturacdo (Figura 5).

Segundo a ACF alguns individuos do CPRJ estdo mais proximos geneticamente,
também da populacdo da FPZSP, no entanto, esta analise pode ndo estar sendo muito
informativa, pois a variacéo explicada por ela é muito baixa, podendo néo ser significativa (por
exemplo: o eixo x explicou somente 9,86%) (Figura 4). Porém, observa-se também, que 0s
individuos da FPZSP estdo mais relacionados entre si, e que ha uma separacéo individual maior
nos animais do CPRJ, o que foi comprovado pelo heredograma, onde foram encontrados cinco
grupos descendentes de ancestrais diferentes no CPRJ. Além disso, alguns fundadores podem
ter vindos da mesma area, 0 que explicaria a aproximagcdo maior observada entre alguns
individuos nas duas instituicdes.

Considerando a informacdo molecular, os mico-ledes-da-cara-dourada parecem estar
mantendo a diversidade genética mesmo ex situ. Os dezesseis microssatélites escolhidos para
este estudo foram informativos e a maioria exibiu niveis altos de contetdo de informacdo
polimorfica na populacdo do CPRJ (PIC=0,63), e na populacdo da FPZSP (P1C=0.50), com
excecao do loco Leon31c97 que se mostrou pouco informativo.

A diversidade genética, bem como o numero de alelos (Na) encontrados nos MLCD
amostrados em cativeiros do Brasil, foram maiores do que os valores encontrados em trabalhos
realizados com as outras espécies de micos-ledes (Tabela 7), porém isso pode ser explicado
pelo maior numero de amostras e/ou nimero de locos analisados, ou mesmo pelo fato de L.
caissara, L. rosalia e L. chrysopygus possuirem uma area de vida menor e mais fragmentada e,
consequentemente, um tamanho populacional menor em vida-livre se comparada com a dos
MLCD. Ademais, vale ressaltar, que cada espécie possui uma histéria evolutiva diferente, o

que em si, j& explica a diferenca nos valores de diversidade genética.
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Tabela 7 — Diversidade genética em espécies de Leontopithecus.

Espécie Locos Amostras Na He Referéncia

L. rosalia (vida livre) 4 57 2.8 0.54 Grativol et al. (2001)
L. chrysopygus (vida livre) 9 14 2.1 0.29 Perez-Sweeney et al. (2005)
L. caissara (vida livre) 9 52 26 045 Martinsetal. (2011)
L. chrysomelas (cativeiro EEP) 9 29 3.7 059 Galbuseraand Gillemot, 2008
L. chrysomelas (vida livre) 11 63 3.4 054 Moraes et al. (dados ndo publicados)
L. chrysomelas (CPRJ) 16 55 51 0.65 Esteestudo
L. chrysomelas (FPZSP) 16 49 4.6 0.55 Esteestudo

Locos= nimero de locos usados em cada estudo; Na= nimero de alelos e He= Heterozigosidade Esperada.

Galbusera e Gillemot (2008) verificaram a diversidade genética em vinte e nove
individuos cativos de L. chrysomelas da Europa, usando nove locos microssatélites homaélogos
para a espécie. Comparando os resultados encontrados neste estudo com os do presente
trabalho (cativeiros do Brasil), se verifica um nimero de alelos médio menor (Na=4) do que o
encontrado no nosso estudo (Na=, CPRJ=5 e Na=5, FPZSP) (Tabela 8). A He média foi menor
se comparadas com a populacdo do CPRJ (He=0.7), porém igual a encontrada na FPZSP
(He=0.6). Entretanto, é importante ressaltar, que Galbusera e Gillemot (2008) utilizaram um
namero amostral menor, e talvez com o aumento de individuos analisados, aumente-se também
a diversidade genética. O menor nimero de fundadores no cativeiro europeu também pode ser

uma explicacdo para a menor diversidade encontrada neste local.

Tabela 8 — Diversidade genética de MLCD de cativeiros do Brasil e da Europa.

CPRJ FPZSP EUR
Locos [N Na Ho He| N Na Ho He| N Na Ho He
Lchul |52 3 06 0647 3 05 06|29 3 038 06
Lchu3 |52 6 08 0846 6 08 08| 29 6 06 0,7
Lchu4 |52 6 05 0446 6 04 04| 29 3 03 06
Lchu5 |51 6 0.7 07|46 6 07 08|29 5 09 08
Lchu6 |53 6 06 07(49 4 04 05|29 3 06 06
Lchu8 {53 7 0,7 0738 7 08 08|29 5 0,7 0,7
Lchu9 |52 6 08 0,747 4 03 03|29 3 04 04
Média |52 5 0,7 07|46 5 06 06| - 4 06 06

N= tamanho amostral; Na= nimero de alelos; Ho= Heterozigosidade Observada;
He= Heterozigosidade Esperada e EUR= populacéo cativa da Europa.

No estudo de Moraes et al. (ndo publicado), 63 individuos de L. chrysomelas de vida
livre de cinco regifes de sua distribuicdo (Ararauna, REBIO-Una, Teimoso, Ilhéus — regido
leste, e Fazenda Barro Branco, regido sudoeste) foram analisados quanto a diversidade
geneética, utilizando onze marcadores moleculares microssatélites, sete homdlogos para a

espécie e quatro heterologos. Escolhemos a REBIO-Una e Ararauna - consideradas juntas no
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referido trabalho, por ser a mesma populacdo genética - para compararmos a diversidade
genética de cativeiro com a de vida livre, pois, além do N amostral médio ser o mais similar ao
nosso, é, atualmente, a Unica area florestal sob protecdo grande o suficiente para reter uma
média ou alta densidade de MLCD e 98% de diversidade genética (ZEIGLER et al., 2010).
Com a finalidade de comparar os dados de diversidade genética reportados neste estudo para as
populacdes ex situ de dois cativeiros no Brasil com os dados disponiveis em Moraes et al. (ndo
publicado) para populaces in situ de L. chrysomelas, foi feita uma analise separada, utilizando
apenas os onze locos microssatélites usados no estudo com os animais de vida livre e utilizando
os resultados para riqueza alélica (Ra) gerados pelo programa HP-rare (KALINOWSKI et al.,
2005), o qual equaliza o nUmero de amostras entre as populages, através de uma rarefacéo.
Levando em consideracdo a média de heterozigosidade esperada (He) e a riqueza
alélica (Ra), a diversidade genética das populacdes cativas do CPRJ e da FPZSP ¢ similar com
a encontrada na populacéo natural (Tabela 9). Observa-se um nimero de alelos médio igual nas
trés populagdes, poréem a maioria dos locos - Lchu3, Lchu4, Lchu6 Lchu8, Lehu9 e Leon30c73 -
apresentaram um Na maior ex situ e somente os locos Lchub, Leon2 e Leon21c75 expressaram
um Na maior na populacdo in situ. Foram encontrados no minimo sete alelos a mais nas
populacgdes cativas, o que significa que elas podem ter alelos privados com relacdo a de vida
livre, ou/e pode estar representando regides ndo amostradas nessa pesquisa, como a regiao
sudoeste de distribuicdo da espécie, a qual, segundo Moraes et al. (dados ndo publicado) possui
um alto potencial genético para a conservacdo de MLCD. Contudo, estudos que comprovem a
origem da diversidade genética das populacdes cativas ainda devem ser realizados a fim de

elucidar de fato essa questéo.
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Tabela 9 — Diversidade genética de L. chrysomelas ex-situ e in-situ.

CPRJ FPZSP [REBIO&ARARAUNA]
Locos N Na Ho He Ra |N Na Ho He Ra | N Na Ho He Ra
Lchul 52 3 06 06 16 |47 3 05 06 1,7 | 50 3 0.6 05 15
Lchu3 52 6 08 08 18 |46 6 08 08 18 | 49 5 0.6 07 1,7
Lchu4 52 6 05 04 15|46 6 04 04 15 | 49 4 0.5 05 15
Lchub5 51 6 07 07 18 (46 6 0,7 08 18 | 50 7 0.5 08 1.8
Lchu6 53 6 06 07 17 |49 4 04 05 16 | 50 5 0.5 06 16
Lchu8 53 7 07 07 17 (38 7 08 08 18 | 50 6 0.4 05 15
Lchu9 52 6 08 07 17 |47 4 03 03 13| 50 5 0.3 04 14
Leon2 42 4 08 07 17 |45 6 06 06 16 | 40 7 0.8 07 18
Leon21c75| 55 4 05 06 16 (47 3 04 04 14 | 47 5 0.6 06 16
Leon27c13| 55 3 06 06 16 (48 3 09 0,7 1,7 | 45 3 0.3 04 14
Leon30c73 | 55 6 06 07 17 |45 5 05 04 15| 49 5 0.7 06 04
Média 52 5 07 06 17 |46 5 06 06 16 | 48 5 0.5 06 16

N= tamanho amostral; Na= nimero de alelos; Ra= Riqueza alélica; Ho= Heterozigosidade Observada; He=
Heterozigosidade Esperada.

A revisdo dos dados de Studboook da espécie confirma que as populacdes cativas de
MLCD foram formadas por um numero muito elevado de fundadores, diferente do que
acontece na maioria dos programas de reproducdo em cativeiro de espécies ameacadas de
extincdo, e isso, provavelmente, esta relacionado com a alta diversidade genética encontrada
nesse estudo em comparacdo ao encontrado em vida-livre (Tabela 9). Quando se iniciou o
programa de reproducdo em cativeiro para os L. chrysomelas, j& havia um consideravel
conhecimento a respeito da reproducdo em micos-leGes (através do L. rosalia), e como foram
sendo adicionados muitos animais, a populacdo de MLCD nos cativeiros com experiéncia no
manejo reprodutivo de Leontopithecus, aumentou rapidamente (BALLOU et al., 1998;
MALISSON,1984; LEUS & DE VLEEESCHOWER, 2001). Além disso, o coeficiente de
endogamia de heredograma (F) vem sendo mantido com o passar das geracdes (Tabela 5) e
apesar do heredograma mostrar varios acasalamentos entre aparentados (Figura 5), os dados
moleculares mostraram valores negativos para o Fis médio (hd excesso de heterozigotos),
indicando pouco relacionamento entre os mico-ledes-da-cara-dourada que foram utilizados para
acasalar e produzir a maior parte da prole atual.

A formacdo no heredograma de somente um grande grupo familiar descendente de
apenas quatro individuos para a FPZSP sugere que eles provavelmente vieram da mesma area,
pois, através do Studbook foi possivel verificar que esses quatro ancestrais foram apreendidos e
transferidos para o Zooldgico na mesma data.

As analises de HFC no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro indicaram que ha uma

correlagdo entre heterozigosidade individual e a contribuicdo individual para o crescimento
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populacional (como medida de fitness), ou seja, de acordo com esses locos, o nivel de
heterozigotos em cada individuo, esta influenciando no crescimento desta populagdo. Apenas a
heterozigosidade individual IR (relacionamento interno), ndo deu correlagcdo alguma. Aparicio
et al. (2006) explica que IR superestima homozigose em individuos portadores de alelos raros,
além disso, as frequéncias alélicas sdo tratadas de forma assimétrica, sendo o valor maximo (1)
obtido apenas quando todos os locos forem homozigéticos, independentemente de suas
frequéncias alélicas, e 0 valor minimo (-1) é obtido apenas quando o individuo for heterozigoto
para todos os locos. Ja para a populacdo da Fundacdo Parque Zooldgico de Séo Paulo, ndo foi
encontrado correlacdo heterozigosidade individual-Pt. Esses dados indicam que 0 manejo nas
duas instituicOes esta sendo realizado de forma divergente. No CPRJ eles estdo conseguindo
com que os individuos mais heterozigotos se reproduzam e deixem descendentes, 0 que na
FPZSP, parece ndo ocorrer, pois individuos menos heterozigotos, tiveram mais filhotes que
alguns individuos mais heterozigotos, o que pode explicar a falta de correlacdo encontrada
nessas duas varidveis. No entanto, vale ressaltar, que isto pode estar acontecendo simplesmente
devido ao efeito fundador, comum em populagdes cativas ou pode ser também o resultado do
manejo genético nas instituicdes que, geralmente, leva em consideracdo apenas os dados do
Studbook, devido a falta de informacdo molecular.

A existéncia de correlacdo entre Pt e idade, nas duas instituicbes amostradas, vai de
encontro ao esperado em populacfes naturais, onde espera-se um aumento na reproducéo
proporcional ao aumento da idade, e uma diminui¢do com o passar dos anos.

Ndo foram verificadas excessivas variagdes na contribuicdo individual para o
crescimento populacional ao longo dos anos investigados nesse estudo para 0 CPRJ, mas na
FPZSP, os valores de Pt aumentaram extremamente no ano de 2010, indicando que houve
algum acontecimento dentro dessa instituicdo no referido ano, que desencadeou um aumento na
sobrevivéncia (fecundidade se manteve igual) de individuos de MLCD. Houve um grande
namero de nascimentos nos anos anteriores ao de 2010, e segundo Marques, M. C. (informacao
verbal)!, os grupos familiares que se encontravam juntos no mesmo recinto estavam muito
grandes, além de uma alta média de gémeos e trigémeos por nascimento, o que também
influéncia um maior cuidado parental, ja que hd mais irmdos para ajudar na criacdo dos
filhotes, somado a uma dieta balanceada — que ajuda a manter uma maior reprodutividade -,
foram fatores que contribuiram para 0 aumento da sobrevivéncia de individuos na FPZSP no
referido ano. Nos anos posteriores 0s jovens comecaram a atingir a maturidade e houve a
dispersdo dos grupos (por expulsdo de individuos através de agressdes fisicas), assim, 0s que

podiam ser mantidos, ficaram juntos, e os outros foram separados (diminuindo o nimero de



48

animais por grupos familiares), além de que em 2012 foi feito um controle populacional através
da colocacéo de implantes hormonais (contraceptivos) em fémeas, o que provavelmente tornou
a populacdo mais estavel (MARQUES, M. C., informacéo verbal)2.

Na FPZSP, as regressdes multiplas, realizadas com a finalidade de incluséo do ano e
para a obtencdo de uma explicacdo mais apurada das outras variaveis, corroborou com as
regressdes anteriores, bem como a influéncia do ano, onde o modelo proposto para a regressao
multipla (Pt ~ Idade), ndo o considerou, provavelmente devido ao considerdvel aumento na Pt
em 2010. O modelo proposto para regressdes multiplas no CPRJ (Pt ~ Idade + HL + Ano),
também contribuiu para os resultados das outras regressdes, mostrando que nessa populacédo a
Pt estd associada as trés varidveis analisadas neste estudo. Por fim, a separacdo dos
componentes da Pt, indicou que as variaveis correlacionadas a essa medida de fitness, esta
associada a “componente fecundidade” (ntiimero de filhos por ano, de cada individuo), nao

encontrando nenhuma rela¢do com o “componente sobrevivéncia”.
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6. CONCLUSAO

>

As duas populac@es de cativeiro analisadas de mico-ledo-da-cara-dourada parecem estar
mantendo a diversidade genética oriunda da natureza. Nota-se uma diversidade genética
similar entre essas populagdes ex situ e a populacdo in situ comparada e maior que a
encontrada em outras popula¢es cativas da Europa.

As populacbes de cativeiro ja estdo geneticamente diferenciadas (Fst = 0,27), talvez
pelo manejo independente mantido entre as instituicdes ou efeito fundador dessas
populagdes.

As analises dos dados contidos no Studbook da espécie (coeficiente de endogamia de
heredograma (F) e heredograma), ajudaram a elucidar algumas questdes referentes a
diversidade genética, bem como, conhecer mais profundamente o histérico da
populacéo de cativeiro mundial e local (do presente estudo).

O efeito da heterozigosidade individual sobre a medida de fitness Pt foi verificada
somente na populacdo do CPRJ, indicando que neste meio cativo os individuos
progenitores com maior heterozigosidade estdo deixando mais descendentes, ao

contrario do observado na FPZSP.
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APENDICE A — Heterozigosidade Individual — CPRJ

Tabela 10 — Valores de heterozigosidade individual nos L.
chrysomelas do CPRJ.

Studbook  PHt  Hs obs Hs_exp IR HL
1603 0,733 1,114 1,132 -0,121 0,273
2178 0,563 0,843 0,865 0,141 0,437
2719 0,375 0,562 0,577 0,389 0,613
2803 0,500 0,749 0,769 0,211 0,515
2818 0,286 0,436 0,444 0,531 0,695
2819 0,563 0,843 0,865 0,094 0,407
2875 0,667 1,013 1,029 -0,067 0,333

910 0,875 1,311 1,345 -0,283 0,119
2255 0,750 1,123 1,153  -0,182 0,257
1793 0,625 0,936 0,961 0,038 0,385
2153 0,750 1,123 1,153  -0,124 0,265
2154 0,563 0,843 0,865 0,175 0,429
2593 0,733 1,114 1,132  -0,108 0,232
2711 0,563 0,843 0,865 0,174 0,417
2800 0,625 0,936 0,961  -0,010 0,362
2801 0,563 0,843 0,865 0,123 0,398
2878 0,688 1,030 1,057 0,025 0,290
2483 0917 1,373 1,399 -0,337 0,074
2522 0,688 1,030 1,057 0,024 0,303
2257 0,667 1,013 1,029 -0,089 0,289
1843 0,533 0,784 0,815 0,087 0,463
2858 0,786 1,185 1,220 -0,276 0,216
2069 0,875 1,311 1,345 -0,297 0,111
2067 0,867 1,291 1,33  -0,278 0,133
2608 0,667 1,013 1,029 -0,049 0,332
2713 0,875 1,311 1,345 -0,329 0,109
2560 0,667 1,013 1,029 -0,024 0,323
2114 0,769 1,169 1,201  -0,201 0,210
2141 0,688 1,030 1,057 0,017 0,286
2618 0,500 0,749 0,769 0,291 0,483
2619 0,563 0,843 0,865 0,184 0,411
1178 0,333 0,506 0,514 0,450 0,684

1026 0,667 1,013 1,029 -0,081 0,329
Studbook= numero de identificagdo dos individuos de L. chrysomelas no
Studbook atual da espécie; PHt= (propor¢do de locos heterozigotos em um
individuo); Hs obs= (heterozigosidade padronizada baseada na
heterozigosidade  média  observada); Hs_exp=  (heterozigosidade
padronizada baseada na heterozigosidade média esperada); IR (parentesco
interno) e HL (homozigose por loco).
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Tabela 10 — Valores de heterozigosidade individual nos L.
chrysomelas do CPRJ.

Studbook PHt  Hs obs Hs exp IR HL
2485 0,733 1,103 1,138 -0,108 0,251
2209 0,625 0,936 0,961 0,015 0,371
2534 0,938 1,404 1,442 -0,305 0,055
2518 0,833 1,248 1,272 -0,298 0,158
2256 0,813 1,217 1,249 -0,276 0,171
2491 0,750 1,123 1,145 -0,156 0,264
2715 0,500 0,749 0,769 0,162 0,511
2037 0,625 0,936 0,961 0,050 0,382
2177 0,750 1,123 1,153 -0,144 0,217
1760 0,563 0,843 0,865 0,120 0,406
1783 0,813 1,217 1,249 -0,266 0,175
2048 0,688 1,030 1,057 -0,091 0,297
1627 0,500 0,749 0,769 0,169 0,523
2695 0,938 1,404 1,442 -0,408 0,066
2856 0,688 1,030 1,057 -0,027 0,308
2519 0,563 0,843 0,865 0,114 0,454
2820 0,750 1,123 1,153 -0,182 0,243
2535 0,733 1,114 1,132 -0,112 0,257
1626 0,667 1,013 1,029 0,082 0,295
1738 0,750 1,123 1,153 -0,161 0,245
2070 0,467 0,709 0,720 0,225 0,552
2877 0,500 0,756 0,778 0,173 0,502

Studbook= numero de identificagdo dos individuos de L. chrysomelas no
Studbook atual da espécie; PHt= (propor¢do de locos heterozigotos em um
individuo); Hs obs= (heterozigosidade padronizada baseada na
heterozigosidade  média  observada); Hs exp= (heterozigosidade
padronizada baseada na heterozigosidade média esperada); IR (parentesco
interno) e HL (homozigose por loco).
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APENDICE B — Heterozigosidade Individual — FPZSP

Tabela 12 — Valores de heterozigosidade individual nos L. chrysomelas
da FPZSP.

Studbook ~ PHt Hs obs Hs exp IR HL

2699 0,563 1,060 0,938 0,212 0,401
2435 0,438 0,825 0,730 0,251 0,531
1915 0,750 1,413 1,251  -0,188 0,190
2309 0,500 0,942 0,834 0,136 0,443
2331 0,500 0,942 0,834 0,296 0,502
1954 0,438 0,825 0,730 0,330 0,554
1850 0,688 1,296 1,147  -0,005 0,262
1408 0,438 0,825 0,730 0,208 0,504
1657 0,438 0,825 0,730 0,266 0,525
1803 0,625 1,178 1,042  -0,123 0,289
1825 0,813 1,531 1,355  -0,323 0,170
2093 0,438 0,825 0,730 0,262 0,507
2385 0,500 0,942 0,834 0,199 0,472
2539 0,313 0,589 0,521 0,497 0,664
2550 0,500 0,942 0,834 0,121 0,456
2551 0,438 0,825 0,730 0,216 0,491
2639 0,688 1,296 1,147  -0,105 0,268
2640 0,750 1,413 1,251  -0,317 0,180
2641 0,500 0,942 0,834 0,085 0,454
2694 0,625 1,178 1,042  -0,113 0,310
2704 0,563 1,060 0,938 -0,047 0,335
2705 0,500 0,942 0,834 0,035 0,421
2760 0,563 1,060 0,938 0,025 0,416
2761 0,563 1,060 0,938 0,061 0,363
2774 0,500 0,942 0,834 0,109 0,484
2848 0,750 1,413 1,251  -0,279 0,215
2384 0,313 0,589 0,521 0,512 0,647
2697 0,625 1,178 1,042  -0,036 0,301
2564 0,500 0,942 0,834 0,276 0,513
2385 0,625 1,178 1,042  -0,059 0,323
2079 0,438 0,825 0,730 0,216 0,568
2109 0,563 1,060 0,938 0,012 0,436
2245 0,313 0,589 0,521 0,506 0,736

Studbook= numero de identificagdo dos individuos de L. chrysomelas no
Studbook atual da espécie; PHt= (proporcdo de locos heterozigotos em um
individuo); Hs obs= (heterozigosidade padronizada baseada na
heterozigosidade  média  observada); Hs exp=  (heterozigosidade
padronizada baseada na heterozigosidade média esperada); IR (parentesco
interno) e HL (homozigose por loco).
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Tabela 12 — Valores de heterozigosidade individual nos L. chrysomelas
da FPZSP.

Studbook PHt  Hs obs Hs exp IR HL
2273 0438 0825 0,730 0,208 0,523
2289 0,125 0,236 0,208 0,828 0,830
2339 0,375 0,707 0,625 0,419 0,609
2340 0,563 1,060 0,938 0,058 0,405
2372 0,500 0942 0,834 0,053 0,428
2373 0,563 1,060 0,938 0,037 0,402
2533 0,563 1,060 0,938 0,025 0,423
2538 0,563 1,060 0,938 0,084 0,367
2563 0,750 1,413 1,251 -0,280 0,210
2645 0438 0825 0,730 0,150 0,486
2703 0,563 1,060 0,938 0,064 0,394
2710 0,688 1,296 1,147  -0,082 0,308
2722 0,625 1,178 1,042 -0,017 0,322
2723 0,688 1,296 1,147  -0,098 0,307
2846 0438 0825 0,730 0,254 0,568
2717 0,375 0,707 0,625 0,363 0,626

Studbook= numero de identificagdo dos individuos de L. chrysomelas no
Studbook atual da espécie; PHt= (proporcdo de locos heterozigotos em um
individuo); Hs obs= (heterozigosidade padronizada baseada na
heterozigosidade  meédia  observada); Hs exp=  (heterozigosidade
padronizada baseada na heterozigosidade média esperada); IR (parentesco
interno) e HL (homozigose por loco).
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