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RESUMO

A espécie Callithrix aurita, endémica da Mata Atlantica do sudeste brasileiro, vem
enfrentando uma significativa redugcao populacional decorrente, principalmente, da
rapida expansao das atividades humanas que tem levado a fragmentacédo e
degradagdo de seu habitat. Neste contexto, os estudos genético-moleculares se
tornaram relevantes para auxiliar na orientacdo de estratégias de manejo, tanto em
populagcdes mantidas em cativeiro quanto em vida-livre, visando a manutencao da
diversidade genética e consequentemente a viabilidade populacional e o potencial
evolutivo das espécies. O presente estudo objetivou caracterizar a diversidade
genética da dois grupos familiares de Callithrix aurita amostrados na regiao
metropolitana de Sao Paulo em um fragmento florestal no municipio de Mairipora,
utilizando a regido D-loop do DNA mitocondrial e marcadores de microssatélites
heterélogos, caracterizados para Leontopithecus sp. Além desses espécimes,
amostras de C. aurita provenientes de outros locais foram adicionadas ao estudo para
acessar a diversidade matrilinear da espécie em uma escala geografica mais ampla.
Os resultados obtidos para a regido D-loop evidenciaram uma possivel expansao
populacional, apoiada pelos testes de neutralidade e pela alta diversidade haplotipica
(0,837) observada para a espécie. Os dados de microssatélites apresentaram
amplificagao satisfatoria de 16 locos heterdlogos, evidenciando um maior niumero de
heterozigotos observados em relagédo ao esperado nos dois grupos do fragmento
urbano, indicando o efeito de uma possivel redugao populacional recente. A analise
de viabilidade desta populagdo demonstrou que, com seu tamanho atual, esta nao
conseguira reter 90% da diversidade genética nos préximos 11 anos. Estes achados
destacam a necessidade de esforgos para aumentar o tamanho populacional e
ampliar o numero de estudos nas demais populacdes de C. aurita, visando contribuir

nas tomadas de decisao para a conservacio da espécie e de suas populagdes.

Palavras-chave: Sagui-da-serra-escuro, diversidade genética, marcadores

moleculares



ABSTRACT

The species Callithrix aurita, endemic to the Southeast Brazilian Atlantic Forest, has
been facing a significant population decline primarily due to the rapid expansion of
human activities, leading to habitat fragmentation and degradation. In this context,
genetic-molecular studies have become relevant to guide management strategies for
both captive and wild populations, aiming to maintain genetic diversity and
consequently ensure population viability and the evolutionary potential of the species.
This study aimed to characterize the genetic diversity of two family groups of Callithrix
aurita sampled in the metropolitan region of Sdo Paulo in a forest fragment in the
municipality of Mairipora, using the D-loop region of mitochondrial DNA and
heterologous microsatellite markers characterized for Leontopithecus sp. In addition to
these specimens, samples from C. aurita from other locations were added to the study
to assess the matrilineal diversity of the species on a broader geographic scale. The
results obtained for the D-loop region indicated a possible population expansion,
supported by neutrality tests and the high haplotype diversity (0.837) observed for the
species. The microsatellite data showed satisfactory amplification of 16 heterologous
loci, revealing a higher number of observed heterozygotes compared to expected in
the two groups from the urban fragment, indicating the effect of a possible recent
population reduction. The viability analysis of this population demonstrated that, with
its current size, it will not be able to retain 90% of its genetic diversity over the next 11
years. These findings highlight the need for efforts to increase population size and
expand the number of studies on other populations of C. aurita, aiming to contribute to

decision-making for the conservation of the species and its populations.

Keywords: Buffy-tufted-ear Marmoset, genetic diversity, molecular markers
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 INTRODUGAO

O crescente processo de fragmentagéo, degradacgéo e destruigdo de habitats,
aliado a introducéo de espécies invasoras e disseminacao de doengas, tem promovido
acentuada ameacga a biodiversidade global (Frankham, Briscoe, e Ballou, 2002;
Primack, 2010). Tal cenario implica, frequentemente, na formacado de populacdes
isoladas, com baixa diversidade genética, e, consequentemente, potencial adaptativo
reduzido (Groom et al., 2005; Primack, 2010). No caso de espécies dependentes de
florestas, esta realidade coloca em perigo diversas espécies, aumentando seu risco
de extingdo em consequéncia da diminuicdo no tamanho de suas populacbes e
consequéncias genéticas negativas, como, por exemplo, a perda de variabilidade
genética, que pode comprometer o potencial adaptativo das populagdes, tornando-as
mais vulneraveis a mudangas ambientais e outros fatores adversos (Frankham,
Briscoe, e Ballou, 2002; Honnay et al., 2005; Malekian et al., 2015).

Uma espécie que se insere no contexto apresentado é a Callithrix aurita, um
pequeno primata endémico da Mata Atlantica, que habita principalmente regides de
alta altitude e baixas temperaturas (Grelle e Cerqueira, 2006). Esta espécie tem sido
extensivamente estudada (Coimbra-Filho, 1991; Corréia, 1995; Olmos e Martuscelli,
1995; Brandéao e Develey, 1998; Port-Carvalho e Kierulff, 2009; Carvalho, 2015), dado
seu status preocupante em relacdo a sua conservagcao (ICMBio, 2014), sendo
classificada como uma das 25 espécies de primatas mais ameagadas do mundo para
os anos de 2018 a 2020 conforme a publicagdo "Primates in Peril" (Schwitzer et al.,
2019). Apesar do expressivo numero de estudos, avaliagdes relativas a diversidade
genética e seu padrao de distribuicdo nas populagdes remanescentes permanecem

incipientes.

Nos ultimos anos, a genética da conservagao tem desempenhado papel crucial
nas decisdes de manejo de espécies de primatas ameagadas de extingdo, por meio
do uso de abordagens da biologia molecular, tanto em populagdes de cativeiro (Ayala-
Burbano et al., 2017, 2020; Aliaga-Samanez et al., 2023), quanto de vida-livre (Di



Fiore, 2009; Pereira, 2010; Ayala-Burbano et al., 2017). Tais analises sao
fundamentais para avaliar os niveis de diversidade e estrutura genética das
populagdes, favorecendo a melhor compreensdo da viabilidade populacional e
potencial evolutivo de uma espécie ao longo do tempo (Frankham, Briscoe, e Ballou,
2002), principalmente perante as constantes mudangas ambientais e alteragdes

climaticas (Brown e Brown, 1992; Myers, 2000).

Em primatas, analises com diferentes tipos de marcadores moleculares,
incluindo sequéncias repetitivas de microssatélites e do DNA mitocondrial (mtDNA),
tém sido empregadas para estudos de filogenia (Freitas et al., 2018), e abordagens
populacionais (Grativol, Ballou e Fleischer, 2001; Di Fiore, 2009; Pereira, 2010; Ayala-
Burbano et al., 2017), permitindo inferéncias sobre os niveis de diversidade genética,
relacbes de parentesco e endogamia, tamanhos populacionais efetivos, taxas de
migragao, fluxo génico, entre outros. Tais analises fornecem informagdes importantes
sobre a biologia das espécies, sendo relevantes para taxons com algum risco de

ameaca (Frankham, Briscoe, e Ballou, 2002; Desalle e Amato, 2004).

1.2 OBJETIVOS E HIPOTESES

Tendo em vista as problematicas citadas, este estudo teve como objetivo geral
caracterizar a diversidade genética da espécie Callithrix aurita, utilizando marcadores
mitocondriais (D-loop) e de microssatélites, visando fornecer dados possam ser
utilizados como subsidios para estratégias de conservagao da espécie. Para alcangar

esse objetivo, foram delineados os seguintes objetivos especificos:

e Analisar a diversidade e a estrutura genética de espécimes provenientes de
diferentes localidades dentro da area de ocorréncia da espécie (Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais) utilizando a regidao D-loop do DNA
mitocondrial;

¢ |dentificar padrdes populacionais que possam estar relacionados a eventos
histoéricos, a fim de elucidar como esses fatores podem influenciar a

diversidade genética das populag¢des contemporaneas da espécie;



e Validar um conjunto de microssatélites heterélogos que permitam estimar
os niveis de diversidade e estrutura genética da espécie, bem como
fornecer informagdes adicionais sobre sua biologia;

e Avaliar a diversidade e a estrutura genética de uma populacéao residente em
um fragmento florestal na regido metropolitana de Sdo Paulo (Mairiporéa —

SP), utilizando marcadores de microssatélites.
Fazendo isso, tenta-se responder as seguintes hipoteses do trabalho:

e Existe variacao significativa na diversidade genética matrilinear entre as
diferentes regides de ocorréncia da espécie?

e Uma populagdo fragmentada de Callithrix aurita apresenta baixa
diversidade genética matrilinear devido ao possivel isolamento?

e A populacdo de Callithrix aurita residente no fragmento florestal da

Capoavinha (Mairipora — SP) apresenta diversidade genética reduzida?



1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1. Callithrix aurita (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1812)

Callithrix aurita (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1812), também conhecido como
sagui-da-serra-escuro ou sagui-caveirinha, € um pequeno primata pertencente a
familia Callitrichidade (Platyrrhini), endémico das florestas montanhosas da Mata
Atlantica brasileira. Morfologicamente esta espécie se distingue dos demais membros
de seu género pela coloragao de sua pelagem (Figura 1.1), que varia de tons pardos
a inteiramente negros ao longo do corpo, com a face branca e uma mancha na parte
superior de sua cabeca, que varia do amarelado ao dourado. A presenca de tufos
auriculares curtos de coloragao, variando do branco amarelado ao marrom claro, e
coloracdo das méos e pés nesses mesmos tons, também sado caracteristicas

marcantes desta espécie (Coimbra-Filho, 1991; Melo e Rylands, 2008).

A

Figura 1.2. (A) llustragéo da espécie Callithrix aurita (Ford et al., 2009). Desenho por Stephen
Nash, Conservation International. (B) Individuo da espécie Callithrix aurita (Josh
Vandermeulen, 2023).



O sagui-da-serra-escuro destaca-se como um dos maiores representantes do
género Callithrix, com comprimento corporal variando entre 50 e 60 cm e peso na faixa
de 400 a 450 gramas (De Vivo, 1991; Garber, 1992). Assim como outros calitriquideos,
C. aurita caracteriza-se por habitos alimentares oportunistas, ou seja, que aproveitam
situagdes favoraveis para obter alimento, como por exemplo, a fuga de presas de
formigas (Martins, 1999). Embora Martins (1999) tenha sugerido a preferéncia desse
primata por insetos, principalmente relacionado as suas caracteristicas morfolégicas,
como a denticdo menos especializada, que diminui o consumo de goma por exemplo,
outros trabalhos indicam que C. aurita tende a ser mais generalista, incorporando em
sua dieta uma variedade de itens como frutas, flores, goma e pequenos vertebrados,
como ras e lagartas (Coimbra-Filho, 1991; Muskin, 1983; Brandao e Develey, 1998;
Martins, 1999; Corréia, Coutinho e Ferrari, 2000; Martins e Setz, 2000).

1.3.1.1. Distribuicao

O sagui-da-serra-escuro habita florestas semideciduas e ombroéfilas densas,
sendo frequente sua presenca também em bambuzais, ocorrendo nos estados do Rio
de Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais, com indicios de sua ocorréncia em algumas
localidades do Espirito Santo (Olmos e Martuscelli, 1995; Brandao e Develey, 1998).
Contudo, a distribuicédo e os limites geograficos da espécie sao temas frequentemente
debatidos. Melo e Rylands (2008) descrevem que C. aurita ocorre desde a foz do rio
Piracicaba no rio Doce, até os extremos do Espinhaco, ambos em Minas Gerais, e
nas areas de transicdo do cerrado em Sao Paulo, sendo também encontrada nas
partes superiores das encostas da Serra do Mar, no Rio de Janeiro, onde foram
observados grupos a 80 metros acima do nivel do mar, no sul do estado (Melo e
Rylands, 2008). Nos demais estados, a maior parte dos registros da espécie reporta
sua ocorréncia em altitudes que variam de 800 a 1375 metros acima do nivel do mar
(Olmos e Martuscelli, 1995; Brandao e Develey, 1998).

Considerando esses aspectos, Brandao e Develey (1998) indicam a maior
presenca do sagui-da-serra-escuro em regides montanhosas e de baixas

temperaturas, sugerindo que este fator pode ser limitante para a distribuicdo



geografica da espécie, podendo estar associado com uma predilegdo por esses
ambientes ou ao avango acentuado do desmatamento, que por consequéncia, tende
a deixar as areas de morros mais preservadas (Grelle e Cerqueira, 2006). Junto a isto,
Bechara (2012) constatou redugao significativa na area de ocupagao historica da
espécie, calculando perda de aproximadamente 43% da distribuigdo original ao longo
de 18 anos (Figura 1.2, mapa B), declinio que se correlaciona com os dados de
degradacao e fragmentacdo da Mata Atlantica, bioma que se encontra amplamente

ameacado (Brown e Brown, 1992; Myers, 2000).

Considerando a area de ocorréncia da espécie, sua amplitude de ocupacgao

A e B

F oo Alsiy Frib
il Noiiln ool - Extensfio de Ocorréncia
st W

EXTANT (RESIDENT)

Figura 1.5. Distribuicao da espécie Callithrix aurita. (A) Distribuicdo de acordo com
Biodiversitas Brasil (2008), IUCN. (B) Distribuicao sugerida por Bechara (2012).

em habitats de mata densa e a maior presenca em areas com baixas temperaturas, €
possivel supor que, em decorréncia da grande perda de seus habitats assim como da
presenca de espécies aldctones, esses animais vém enfrentados situagdes que
afetam diretamente seu tamanho populacional, apresentando uma diminuigao
significativa de sua populagao, fazendo com que a espécie se encontre em situagao
de ameacga (Pereira, 2006; Pereira, Oliveira e Ruiz-Miranda, 2008; Pereira, 2010;
Silva, 2014).



1.3.1.2. Status de Conservagao

No ultimo censo realizado pela Unido Internacional para Conservagao da
Natureza (IUCN), C. aurita foi classificada como em perigo (EN) em &dmbito mundial
(Rylands et al., 2008). Da mesma forma, em ambito nacional e estadual, a espécie
encontra-se em perigo, de acordo com a ultima Portaria n°® 43/2014 do Ministério do
Meio Ambiente (MMA, 2022) e pelas federagdes dos estados em que ocorre, a saber,
Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, sendo apenas neste ultimo ainda
classificada como vulneravel (VU) (MMA, 2022; SMA-SP, 2018; SEMARJ, 2018).

Com base em dados de Melo et al. (2021), estima-se que a populacao efetiva
remanescente de C. aurita seja de aproximadamente 10.000 individuos, distribuidos
em 176 subpopulacdes. No entanto, ha indicacdes de reducao de pelo menos 50% do
tamanho populacional total estimado, ao longo do intervalo de 18 anos da data de
coleta de dados (Port-Carvalho e Kierulff, 2009, Bechara, 2012). As maiores ameagas
a esta espécie se devem a perda e fragmentacdo de seu habitat, e a presenca de
espécies invasoras (Pereira, Oliveira e Ruiz-Miranda, 2008; Pereira, 2010), que além
de competirem por espaco, criam zonas propicias a hibridizacao, contribuindo também
para a redugdo da metapopulacédo de C. aurita (Nogueira et al., 2011; Silva et al.,
2014; Malukiewicz et al., 2021).

Para enfrentar os desafios desse cenario, em 2010 foi iniciada a implementagao
de um amplo programa de conservagao para C. aurita, com o planejamento
estratégico para a conservagao de espécies ameacadas de extingdo, conduzido pelo
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio, MMA), entrando
inicialmente no Plano de Ag¢ao Nacional para Conservagdo dos Mamiferos da Mata
Atlantica Central (PAN MAMAC), e, posteriormente, em 2017, no atual Plano de Agéo
Nacional para Conservagao de Primatas da Mata Atlantica e Preguica-de-coleira (PAN
PPMA).

Em 2015 foi estabelecido o livro de registro genealégico (Studbook) para a
espécie, sob a supervisdo da veterinaria Claudia Igayara, o qual contou também com
a colaboracgao da Dra. Jennifer Mickelberg, responsavel pelo Studbook do mico-ledo-

dourado Leontopithecus rosalia. Em 2018, o Studbook do sagui-da-serra-escuro foi



reconhecido pelo Centro de Conservagao de Primatas (CPB) do ICMBio, em parceria

com a Associagao de Zooldgicos e Aquarios do Brasil (AZAB).

1.3.1.3. Reproducgao

De acordo com estudos comportamentais em condi¢des in situ e ex situ, C.
aurita vive em pequenos grupos de 3 a 7 individuos, podendo ocasionalmente chegar
a 11 individuos, variando de acordo com as condicdes ambientais e permanecendo
por curtos periodos deste tamanho (Muskin, 1983; Torres de Assumpg¢ao, 1983;
Coimbra-Filho, 1991; Stallings e Robinson, 1991; Corréa et al., 2000; Oliveira, 2012).
Dentro de cada grupo familiar ha a presenga de multiplos casais reprodutores,
podendo ocorrer tanto a poligenia quanto a poliandria (Carvalho et al., 2015). Apesar
disso, estudos de individuos mantidos em cativeiro e algumas observagdes na
natureza, demonstram uma tendéncia para existir apenas uma fémea dominante, a
qual pode diminuir ou até mesmo inibir o periodo fértil das demais fémeas do grupo,
sendo a fémea dominante a que apresenta maior sucesso reprodutivo (Detogne, 2015;
Reis et al., 2015).

Dados reprodutivos consideram o género como um todo e sao descritos para
individuos de vida-livre que apresentam expectativa de vida em torno de 5 a 7 anos e
atingem maturidade sexual entre um ano e um ano e trés meses de idade, com
manutencao da atividade reprodutiva por cerca de 6 anos. Em geral, os nascimentos
ocorrem no inicio da estagcdo chuvosa, momento mais abundante em recursos
alimentares, principalmente de insetos (Muskin, 1983; Corréia, 1995; Brandao e
Develey, 1998). O intervalo de nascimentos dura em média 5 meses, sendo esse um
indicativo de ovulagado pos-parto, evidenciando um tempo gestacional de 4,7 a 5

meses (Reis et al., 2015).

Em ambiente cativo, ha relatos de individuos que atingiram a idade de 16 a 17
anos (Rothe, Koening e Darms, 1993; Tardif et al., 2003; Ross et al., 2007). Para o
género, a maioria dos partos € gemelar (Reis, 2015), porém dados de observagdes

de grupos familiares de C. aurita reportaram um numero maior de nascimentos de um



unico filhote por fémea para a espécie (Corréia, 1995). Adicionalmente, diferente do
relatado para outros calitriquideos, onde as fémeas entregam seus filhotes no mesmo
dia do nascimento para os demais membros do grupo familiar (Santos e Martins, 2000;
Yamamoto et al., 2014), segundo Corréia (1995) foram observadas fémeas de C.
aurita que permaneceram com seus filhotes por cerca de 10 a 28 dias apds o
nascimento, situacdo essa possivelmente realizada como uma tentativa de driblar o

infanticidio dentro das familias.

1.3.2. Marcadores Moleculares

A utilizagdo de abordagens genéticas como ferramentas de auxilio para a
conservacao da biodiversidade tem ganhado destaque nos ultimos anos,
impulsionada pelo desenvolvimento de robustas tecnologias da genética molecular.
Essas ferramentas possibilitam uma avaliagdo da saude genética de populagdes e
projegbes futuras para diversas espécies ameagadas (Zhang; Hewitt, 2003; Wan et
al., 2004; Alliaga-Samanez et al., 2023). De acordo com a Teoria Genética da Selecao
Natural de Fisher (1930), a taxa evolutiva em uma populagdo é diretamente
proporcional a variabilidade genética disponivel. Considerando que a biodiversidade
e a extingdo estdo intrinsecamente ligadas a diversidade genética, a genética da
conservagao tem como objetivo principal manter essa variabilidade nas populagoes,
permitindo sua adaptagao a diferentes mudancas e pressées ambientais. Além disso,
as analises genético-moleculares contribuem significativamente para a compreenséo
de aspectos fundamentais da biologia das espécies, fornecendo informagdes
importantes para 0 manejo e conservagao de espécies, incluindo a resolugcdo de
questdes taxondmicas, a analise da diversidade genética, estrutura populacional e
fluxo génico (Hedrick, 2001; Frankham, Briscoe e Ballou, 2002; Desalle e Amato,
2004). Dentre as principais classes de marcadores moleculares usados nos estudos
genético-populacionais estdo os microssatélites e a regido controle do DNA

mitocondrial (D-loop).
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1.3.2.1. Microssatélite

Os microssatélites sao marcadores codominantes, que permitem a
diferenciagcdo de individuos homozigotos e heterozigotos. Esses marcadores sao
caracterizados por serem sequéncias curtas, em geral de 2 a 6 pares de base,
repetitivas em tandem, ocorrendo uniformemente em todo o genoma, principalmente
em regides nao codificadoras, apresentando assim alta taxa de mutacao (Ellegren,
2004). Por se tratar de regidao altamente repetitiva e polimorfica (Selkoe; Toonen,
2006), os microssatélites se encontram entre os tipos de sequéncias mais variaveis
no genoma, permitindo estimativas de heterozigosidade e deteccdao de multiplos
alelos, os quais fornecem informagdes valiosas para avaliagdes de fluxo génico,
caracterizagao de diversidade genética, entre outras analises que exploram a histéria

mais recente de diferentes populacdes (Ellegren, 2004).

Além das caracteristicas ja destacadas, as sequéncias flanqueadoras dos
microssateélites tendem a ser conservadas entre espécies relacionadas, possibilitando
a utilizacdo de um marcador especifico de uma espécie em outra que seja relacionada
(Selkoe & Toonen, 2006). A transferibilidade destes locos tem facilitado estudos de
genética populacional de grupos taxondmicos ndo amplamente estudados ou com
poucos dados genéticos disponiveis (Gravena, 2007; Lemes, Orou e Gaoue, 2011),

como € o caso da espécie alvo deste trabalho.

1.3.2.2. Regidao Controle (D-loop) do DNA Mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) contém genes essenciais ao processo celular de
fosforilagdo oxidativa, tendo sua estrutura formada por uma fita dupla circular
composta de 37 genes que codificam para RNAs transportadores e ribossomais assim
como para proteinas. Além de estar presente em quase todos os organismos
eucariotos, o mtDNA possui heranca exclusivamente materna, apresentando taxa
mutacional elevada, chegando a ser quatro vezes maior do que no DNA nuclear,
tornando diversas regides, principalmente as nao codificantes, importantes para

analises de evolugéo e filogenia (Avise, 1994).
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Em particular, o marcador D-loop, ndao codificador, se situa na regido de
controle da replicacdo, sendo uma sequéncia muito utilizada principalmente para
estudos populacionais e evolutivos, devido ao fato de ser um pequeno fragmento
uniparental que apresenta alto polimorfismo intraespecifico (Karaiskou et al., 2003),
além da falta de recombinagéo (Wolstenholme, 1992; Marques, 2002). Esta regido do
mtDNA, possui uma terceira fita, denominada 7S, que é frequentemente incorporada
a regiao nao codificante, a qual, no processo de replicagao, forma um lago, dando a

origem do nome “D-loop” (Figura 1.3).
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Figura 1.6. llustracdo para o genoma mitocondrial completo de Mico-Ledo-
Preto Leontopithecus chrysopygus (Inferior) (Freitas et al., 2018). Estrutura da regido nao

codificante do mtDNA do D-loop (Superior) (Nicholls e Minczuk, 2014).

A regido D-loop se estende aproximadamente da extremidade (OH) 5' do 7S
até a sequéncia de nucleotideos associada a terminagéo (TAS), proxima ao gene para
tRNAPro, na extremidade 3', conforme ilustrado na Figura 1.3 (Doda et al., 1981). A
replicacdo do mtDNA ¢ iniciada nessa regido, que também abriga as regides
hipervariaveis (HVI e HVII), conferindo ao D-loop uma alta taxa de mutagdo e uma
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variacao significativa entre os individuos, resultando em mudancgas rapidas ao longo
do tempo. Além disso, essa regido tem mostrado estruturas mais estaveis no mtDNA
de animais, sendo abundantemente presente e facilmente amplificada (Nicholls e
Minczuk, 2014).
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