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RESUMO

Depois de mais de 500 séculos de degradacdo, a Mata Atlantica foi reduzida
drasticamente e hoje restam apenas fragmentos florestais dispersos e isolados ao
longo de sua distribuicdo original. Mesmo com o alto grau de fragmentagdo, a Mata
Atlantica ainda abriga muitas espécies endémicas e ameacadas de extingdo, que
estdo sofrendo os efeitos deletérios da fragmentagdo do habitat. As consequéncias
de fragmentagdo podem ser vistas tanto na diminuigdo efetiva do numero de
individuos das populagbes, como na viabilidade em longo prazo das populagbes
remanescentes. A Mata Atlantica do sul da Bahia segue o mesmo padrdo de
endemismo e fragmentagao, e la podemos encontrar o Leontopithecus chrysomelas,
primata com distribuicdo restrita e que se encontrar em ameaga de extingdo.
Buscamos com este trabalho conhecer a diversidade genética do mico-ledo-da-cara-
dourada e assim contribuir com sua conservagao. Faremos extracdo de DNA de
pelos e sequenciaremos por¢cdées do DNA, usaremos iniciadores mitocondriais e
nucleares. Com os dados em maos, voltaremos nossas analises para medir
parametros de genética de populagdes, no intuito de conhecer melhor as populagbes
de mico-ledo-da-cara-dourada e conseguir tragar metodologias especificas para
conservagao das diferentes populacdes. Poderemos ter fundamento para decidir
quais areas sao prioritarias para manter a viabilidade genética da espécie, bem

como quais populagdes apresenta maior risco de extingdo eminente.



INTRODUCAO

A Mata Atlantica é considerada um hotspot mundial em virtude da sua
riqueza, alta taxa de endemismo e do alto grau de degradacgao, sendo considerada
como area prioritaria para conservagdo (EKEN et al., 2004; MAYERS et al., 2000;
PINTO et al.,, 2006). Apos séculos de continua degradagdo neste bioma, restam
apenas fragmentos florestais ao longo da sua distribui¢ao original.

A fragmentagao € um problema na conservagao da biodiversidade por afetar
a quantidade e a qualidade do habitat, e isolar as populacdes limitando sua
dispersdo. Esses fatores associados afetam a sobrevivéncia das espécies, sendo
mais drasticos em populagdes pequenas, endémicas e ameagas de extincdo
(FRANKHAN et al., 2008; PINTO et al., 2006; TABARELLI et al., 2005).

O sul da Bahia abriga a maior parte das espécies endémicas da Mata
Atlantica em risco de extingdo (TABARELLI et al., 2003). Dentre essas espécies
temos Leontopithecus chrysomelas, - 0 mico-ledo-da-cara-dourada - primata arbéreo
nativo de uma pequena por¢do da Mata Atlantica. Sua distribuicdo original é
delimitada pelo Rio de Contas (ao norte), Rio Pardo (ao Sul) e a pela mudanga de
vegetacdo e aumento da altitude (3 Oeste), estimada em 19.462 km? (PINTO;
RYLANDS, 1997). Porém ha relatos de ocorréncia do L. chrysomelas fora dessa
distribuicdo original, possivelmente devido a destruicdo do habitat e ao
assoreamento do Rio Pardo. (ZEIGLER et al., 2013).

Das manchas de florestas que abrigam L. chrysomelas, aproximadamente
48% sao muito pequenas e muito isoladas, e todas essas se encontram na porcao
Oeste da sua distribuicdo (ZEIGLER et al., 2013). Mesmo que 55% da area de vida
do L. chrysomelas € na porgdo Oeste (PINTO; RYLANDS, 1997). O restante das
manchas de floresta sdo funcionalmente conectadas a uma mancha florestal maior
protegida por lei federal, a Reserva Biolégica de UNA, com 7.059 ha (PINTO;
RYLANDS, 1997; ZEIGLER et al., 2010; ZEIGLER et al., 2013).

As duas parcelas da distribuicdo de L. chrysomelas - Oeste e Leste -
possuem diferencas quanto ao tipo florestal, sazonalidade climatica, composicao
floristicas e distribuicdo de areas protegidas. Como consequéncia, espera-se
diferengas nas populacdes, em termos de padrbes de distribuicdo, tamanho de

grupos e area de sobrevivéncia e nascimentos (PINTO; RYLANDS, 1997).



Apesar do conhecimento sobre distribuicdo e comportamento dos L.
chrysomelas, as informagdes sobre diversidade genética e taxas de endogamia séo
incipientes. Dados de modelagem predizem que nenhuma populagdo de L.
chrysomelas é capaz de manter 80% da heterozigosidade pelos proximos 100 anos;
e as populagdes estdo fadadas ao declinio de 70% em sua abundancia (ZEIGLER et
al., 2010; ZEIGLER et al., 2013).

Para melhor contribuir a respeito da diversidade genética e estruturacéo das
populagdes, utilizaremos os conceitos de Ecologia Molecular e Genética da
Conservagdo. Unindo técnicas e teorias da genética permitindo estimar endogamia,
identificar espécies e populagdes em risco, resolucdo da estrutura de populagdes,
definir unidades de manejo, detectar hibridos, definir melhor locais e populag¢des
para reintrodugdes etc., com o objetivo de minimizar o risco de extingao e preservar
as espécies e sua viabilidade evolutiva (FRANKHAN et al., 2008).



OBJETIVOS

Estimaremos a diversidade genética do Leontopithecus chrysomelas. Desta
forma, fornecer dados no intuito de estabelecer estratégias de conservacédo e

manejo.

Para atingir este objetivo, estabelecemos os seguintes objetivos especificos:
- Estimar diversidade nucleotidica e o numero de sitios segregantes;
- Estimar o indice de endogamia (Fst, Fsc e Fct);
- Determinar o sexo através de marcadores moleculares;
- Estimar a estrutura genética com base na divergéncia e frequéncia dos haplétipos
entre as populacoes;
- Correlacionar estruturagao genética com distribuicdo geografica;

- Estimar areas prioritarias para conservacdao com base em dados moleculares.



JUSTIFICATIVA

E sabido que a IUCN categorizou Leontopithecus chrysomelas como em
risco de extingdo devido a alta taxa de degradacéo do seu habitat, a severa redugao
populacional e por conta do alto nivel de fragmentagcdo das populagbes
remanescentes (KIERULFF et al., 2008; ZEIGLER, 2011). Ademais conhecemos a
distribuicdo restrita a Mata Atlantica do sul da Bahia da L. chrysomelas, e as
diferengas ambientais e sociais da por¢ao Oeste e Leste de sua area de vida.

Em posse dessas informagdes, buscamos mais dados para diagnosticar a
vulnerabilidade de L. chrysomelas e os efeitos genéticos inerentes as populacoes
pequenas. Assim como entender como esta estruturada a diversidade genética entre
as populacoes, para entdo inferir se ha fluxo entre as populagbes ou se nido ha
conectividade entre as manchas.

Apos analises, poderemos ser capazes de prever quais populacboes de L.
chrysomelas correm risco mais eminente de extingdo; quais areas sao imperativas
de serem protegidas para manter a diversidade genética do mico-ledo-da-cara-
dourada; como poderiamos contribuir com translocagdes para tentar aumentar a

diversidade e diminuir a endogamia.



METODOLOGIA
Amostras bioldgicas.

Inicialmente, serdo utilizadas amostras de pelos previamente coletadas em
areas que correspondem a toda distribuicdo do L. chrysomelas. Porém poderemos

realizar novas coletas para aumentar a area amostrada.

Extracao de DNA.

Quando se faz necessario amplificar fragmentos de até 764 pb de pequenas
quantidades de pelos (de 1-3 bulbos capilares), a literatura sugere utilizar o método
de digestao por proteinase K seguida por fenol e cloroférmio (BAREA et al. ,2004).

Para tal, inicialmente cortando os pelos a 1 cm a partir do bulbo e os
colocaremos em tubos (tipo Eppendorf) de 2,0 mL. A primeira etapa sera de
lavagem do material biolégico com o acréscimo de 500 pL-1mL de TKM-1 (10 mM
Tris-HCI pH 7,6; 10 mM KCI; 10 mM MgCI2; 2 mM EDTA) que deixaremos agir por
dez minutos a temperatura ambiente. Transcorrido o tempo determinado, os tubos
serao centrifugados por cinco minutos a 10.000 rpm e a solugdo sera descartada
com o auxilio de pipeta.

Em seguida, acrescentaremos 98 pL de tamp&o de digestdo (10 mM Tris-
HCl a 0,1 M; 10 mM de EDTA a 0,2 M) e 2 yL de proteinase K e deixaremos as
amostras incubadas em banho-maria por trés horas, a 56°C. Para desnaturar a
proteinase K, aumentaremos a temperatura do banho-maria para 100°C por oito
minutos.

Para precipitar o DNA, acrescentaremos um volume de fenol e um volume
de alcool isoamilico:cloroféormio (na proporgéo de 1:24) e submeteremos os tubos a
centrifugacgao (cinco minutos, a 10.000 rpm).

Apos, a fase aquosa da solugcdo sera transferida para novos tubos e
acrescentaremos 0,1 volumes de acetato de sédio a 3 M e dois volumes de etanol
100%. Essas amostras serdao encubadas por duas-doze horas, a -20°C, e entdo
centrifugadas a 14.000 rpm, por dez minutos. O sobrenadante sera descartado e
deixaremos os tubos secarem a temperatura ambiente. Por fim, acrescentaremos 50
ML de agua estéreo para resuspender o DNA. As adequagdes finais quanto aos

volumes, temperaturas e tempo serao refinadas no decorrer da etapa de extracao.



Amplificacao e sequenciamento.

Testaremos diversos Fragmentos dos genes (Tabela 1) nucleares e
mitocondriais seréo isolados por meio de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase,
em portugués), utilizando os iniciadores especificos e as condigdes (de temperatura,

tempo e concentragdes dos reagentes) descritos na literatura.

Tabela 1. Caracteristicas dos genes que seréo testados no desenvolvimento
do trabalho. Pb: pares de base.

Tamanho do

Gene fragmento (pb) Referéncia

ND4 710 Pastorini et al., 1998
Cytb 975 Muniz et al., 2015
D-Loop 890 Tagliaro et al., 1997
CDKS5 226 Montgomery et al., 2011
SRY 832 Whitfild ef al., 1993

Para fazer a sexagem das amostras utilizaremos o gene SRY (WHITFILD et
al., 1993), localizado no cromossomo Y. E possivel determinar o sexo das amostras
pela presenca da sequencia (nos machos) e auséncia (nas fémeas).

Apds amplificar os fragmentos de interesse, as amostras ser&o purificadas e
sequenciadas pelo método de dideoxinucleotideos terminais e com o auxilio do kit
BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing (seguindo as orientagdes do fabricante),
em sequenciador automatico.

Assim como na etapa de extracdo de DNA, durante a etapa de amplificagao
e sequenciamento as condi¢des das rea¢des poderao ser ajustadas para otimizar os

resultados.

Analises.

As sequencias resultante das etapas anteriores serdo, entdo, concatenadas
e editadas manualmente no DNA Baser Sequence Assemblerv.4.16 (HeracleBioSoft,
http://www.dnabaser.com), alinhadas com o software BioEdit7.2.5 (HALL, 1999) e
traduzidas no Mega6 (TAMURA et al., 2013) na intengdo de verificar se ha codons
de parada.

Essas sequéncias serdo analisadas com o intuito de medir a quantidade de

variagao (variabilidade genética) entre os pontos amostrados e a organizagao dessa



variagédo, assim poderemos inferir se a fragmentacédo e a esta interrompendo o ou
n&o do fluxo génico.

Para tanto, utilizaremos o Arlequin3.01 (EXOFFIER et al., 2005) para fazer a
analise de variancia molecular (AMOVA) e estimaremos os indices de Fst, ®st, Fct e
Fsc. No DNAsp (LIBERATO; ROZAS, 2009) calcularemos a diversidade haplotipica
e nucleotidica, e também poderemos estimar sobre a historia demografica das
populacdes através do teste de neutralidade seletiva de Tajiama (D de Tajima)
(TAJIMA, 19899), Fs de Fu (FU, 1997) e o teste de mudanga no tamanho da
populacdo (R2) (Ramos-Onsins e Rozas, 2002). Para inferir a respeito de eventos
de expansdo demografica usaremos o método Extended Bayesian Syline Plot
(HEED; DRUMMOND, 2008) no BEAST 1.6.2 (DRUMMOND; RAMBAUT, 2007).
Usaremos Mega6 (TAMURA et al., 2013) para determinar as unidades
evolutivamente significativas (UES) pela distancia intraespecifica e interespecifica,

assim como a arvore de Neighbor-Joining.



FINANCIAMENTOS OBTIDOS OU FONTES QUE PRETENDE PEDIR
FINANCIAMENTO:

Buscaremos financiamento junto com as agéncias publicas de fomento a
pesquisa - CAPES, CNPq e FAPESB. Bem como buscaremos instituicdes que
contribuem com financiamento de pesquisas na area da conservacao; tanto
nacionais - Instituto Serrapilheira - e estrangeiras - Rufford small grant for nature
conservation; International Foundation for Science, Mohamed bin Zayed Species

Conservation Fund e Primate Conservation, Incorporated.
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