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RESUMO

PENEDO, Diego Mattos. Andlise fenotipica, citogenética e de genética molecular em
macaco-prego-preto, Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), em localidades dos estados
do Rio de Janeiro e de S&o Paulo, Brasil. 2020. 101p. Tese (Doutorado em Biologia
Animal). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

O macaco-prego-preto, Sapajus nigritus, € um primata neotropical com ampla distribui¢do na
Mata Atlantica, nos estados do sudeste e sul do Brasil e na provincia de Misiones, Argentina.
A espécie apresenta diversidade fenotipica e genética, muitas vezes associadas a padrdes
biogeograficos. A coloracdo da pelagem varia de forma intraespecifica, sendo sugerida
transicdo na predominancia do padrdo preto ao marrom, no sentido sul-norte da distribuicéo.
Analises citogenéticas em populacbes da Argentina demonstram polimorfismo especifico no
par cromossdmico 11. Enquanto na maioria das espécies de Sapajus esse par € 0 maior
acrocéntrico, com grande bloco de heterocromatina extra-centromérica (HC) terminal, em S.
nigritus, nessas populaces, é descrita delecdo total da HC. No entanto, o grande bloco de HC
terminal ja foi demonstrado em exemplares do Rio de Janeiro (RJ). Além da divergéncia
cromossémica, dados filogenéticos demonstram parafilia entre amostras do RJ e de outras
localidades ao longo da distribuicdo. Essas variagdes podem corresponder a um padréo de
descontinuidade filogeogréfica descrito na regido de Mata Atlantica em S&o Paulo (SP),
associado a refugios florestais ocorridos no Pleistoceno. O objetivo deste estudo foi analisar a
diversidade fenotipica e genética de S. nigritus em SP e RJ, averiguando os padrbes de
pelagem, a distribuicdo da HC no par 11 e a diversidade molecular no estado do RJ,
comparando-a com outras localidades. Foram analisados individuos de cinco populagdes do
estado do RJ: Ilha da Marambaia (IM), Reserva Bioldgica de Po¢o das Antas (RBPA), Parque
Nacional do Itatiaia (PNI), da Tijuca (PNT) e da Serra dos Orgdos (PARNASO); além de
exemplares ex situ de Guaratiba/RJ (Gua) e de cidades de Sdo Paulo: capital (cSP), Sdo José
dos Campos (SJC), Séo Sebastido (SS), Paraibuna (PB) e Campos do Jordao (CJ). Espécimes
de S. nigritus do Museu Nacional do Rio Janeiro (MNRJ), provenientes de Angra dos Reis,
Itatiaia, Paraty e Teresopolis foram incluidos nas analises fenotipicas. Foi avaliada a
coloracdo do dorso, ventre, membros, cauda e face. A presenca e a distribuicdo de HC foram
analisadas com técnicas de citogenética cléssica e molecular. As relacdes filogenéticas foram
inferidas com base nos genes mitocondriais citocromo c¢ oxidase I, Il e citocromo b, incluindo
sequéncias disponiveis no GenBank®. Em 49 individuos capturados, seis ex situ e oito
exemplares do MNRJ foram identificados os padrdes de pelagem marrom (n=37) e preto
(n=26), com variacdo intrapopulacional, predominando o preto a oeste (PNI e MNRJ) e
marrom a leste (IM e PNT). A associacdo desse achado a predominancia do padrdo preto
descrita em uma populagdo de SP sugere um limite na variag@o preto-marrom na distribuicédo
SP-RJ. O par 11 com a delecdo da HC foi observado nas amostras a leste (IM, Gua, PNT,
PARNASO e RBPA), enquanto a oeste ambos os padrdes foram identificados, sem (cSP, CJ e
SS) e com (SJC, PB e PNI) bloco de HC. Foi observada divergéncia molecular entre as
amostras do RJ e aquelas de SP, PR e Argentina, incluindo o PNI, formando clados
parafiléticos. A diversidade intraespecifica observada em S. nigritus pode representar
unidades evolutivamente significativas (UES) e confirmar a regido amostrada como um ponto
de descontinuidade filogeografica para a espécie.

Palavras-chave: Filogeografia, Heterocromatina constitutiva, Genes mitocondriais.



ABSTRACT

PENEDO, Diego Mattos. Phenotypic, cytogenetic and molecular genetic analysis in black-
horned capuchin, Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), from areas of Rio de Janeiro
and S&o Paulo states, Brazil. 2020. 101p. Thesis (Ph.D. in Animal Biology). Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

The black-horned capuchin, Sapajus nigritus, is a Neotropical primate with a wide
distribution in the Atlantic Forest, from southeast Brazil to Misiones province, Argentina. The
species presents phenotypic and genetic diversity, often associated with biogeographic
patterns. The coat coloration varies with intraspecific differences, with transition in the
predominance from black to brown pattern, in the south-north distribution. Cytogenetic
analysis in populations from Argentina showed a specific polymorphism in the chromosome
pair 11. While in most Sapajus’ species this pair is the largest acrocentric, with a terminal
extracentromeric heterochromatic (HC) block, in S. nigritus, in these populations, the total
deletion of HC is described. However, the terminal HC block has already been demonstrated
in specimens from Rio de Janeiro (RJ). In addition to the chromosomal divergence,
phylogenetic data demonstrate paraphyly among samples from RJ and other localities along
the distribution. These variations may correspond to a pattern of phylogeographic
discontinuity described in Atlantic Forest at S&o Paulo (SP), associated to forest refuges
occurring in Pleistocene. The objective of this study was to analyze the phenotypic and
genetic diversity of S. nigritus in SP and RJ, investigating the coat patterns, the distribution of
HC in the par 11 and the molecular diversity in the state of RJ, comparing it with other
localities. Individuals from five populations in the RJ state were analyzed: 1lha da Marambaia
(IM), Reserva Bioldgica de Poco das Antas (RBPA), Parque Nacional do Itatiaia (PNI), da
Tijuca (PNT) and da Serra dos Orgdos (PARNASO); as well as ex situ specimens from
Guaratiba/RJ (Gua) and cities of Sdo Paulo: capital (cSP), Sdo José dos Campos (SJC), Sao
Sebastido (SS), Paraibuna (PB) and Campos do Jordao (CJ). Specimens of S. nigritus at the
Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), from Angra dos Reis, Itatiaia, Paraty and
Teresépolis, were included in the phenotypic analysis. Coloration of the back, belly, limbs,
tail and face were evaluated. The presence and distribution of HC were analyzed using
classical and molecular cytogenetic techniques. The phylogenetic relationships were inferred
based on the mitochondrial genes cytochrome ¢ oxidase I, Il and cytochrome b, including
sequences available in GenBank®. In 49 individuals captured, six ex situ and eight MNRJ
specimens were identified brown (n=37) and black (n=26) coat patterns, with intrapopulation
variation, predominating black to the west (PNI and MNRJ) and brown to the east (IM and
PNT). The association of this finding with the predominance of the black pattern described in
an SP population suggests a limit on the black-brown variation in the SP-RJ distribution. The
pair 11 with the deletion of HC was observed in the samples to the east (IM, Gua, PNT,
PARNASO and RBPA), while to the west both patterns were identified, without (cSP, CJ and
SS) and with (SJC, PB and PNI) HC block. Molecular divergence was observed between the
samples from RJ and those from SP, PR and Argentina, including the PNI, forming
paraphyletic clades. The intraspecific diversity observed in S. nigritus may represent
evolutionary significant units (ESU) and confirm the sampled region as a phylogeographic
discontinuity point for the species.

Keywords: Philogeography, Constitutive heterochromatin, Mitochondrial genes.
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bochechas e queixo. Individuos de frente e perfil. Estdo representados individuos das
localidades: (A) IM; (B) PNI; (C) PARNASO; (D) PNT; (E) RBPA; (F) SS. A direita estdo
representadas as cores observadas (branco, lemon chrome e preto), segundo o atlas de cores
publicado por Ridgway (1912). ). Identificagdo individual (ver anexo I): (A) IM15 e IMO5;
(B) PNIO1 e PNI104; (C) PNSO6 e PNSOO04; (D) PNT02 e PNTO1; (E) RBPAO5 e RBPAOS;
(F) SSO01. FOtos: DIeg0o M. PENEUO.........cceiiiiiiiiieiieieie et 20

Figura 10: Formas dos tufos de pelos no topo da cabeca dos individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) estudados. (A) tufos voltados para os lados; (B) tufos eretos bipartidos;
(C) tufos eretos sem diviséo; (D) sem tufos. Identificacdo individual (ver anexo I): (A) IM10;
(B) IMO08; (C) PNTO3; (D) PNSOO05. Fotos: Diego M. Penedo...........cccceevevvivieieeiecicieenns 21

Figura 11: Médias de comprimento do corpo de 49 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de cinco populacbes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco
categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria. As delimitacdes das caixas representam a
distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; os tragos acima e abaixo das
caixas 0s outros 50% das amostras; os circulos representam as médias; * outlier. FA — fémea
adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho
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Figura 12: Médias de comprimento do corpo de 47 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de cinco populacbes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco
categorias de acordo com o sexo e a faixa etéria, excluindo-se outliers. As delimitacdes das
caixas representam a distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; os tracos
acima e abaixo das caixas 0s outros 50% das amostras; os circulos representam as médias; FA
— fémea adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho
00 (0[] oSSR 23

Figura 13: Médias de massa corporal de 49 individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) de cinco populagdes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco categorias de
acordo com o sexo e a faixa etaria. As delimitacGes das caixas representam a distribuicédo de
50% das amostras; o traco interno, a mediana; os tragos acima e abaixo das caixas 0s outros
50% das amostras; os circulos representam as médias; * outlier. FA — fémea adulta; FJ —
fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho subadulto................. 25

Figura 14: Médias de massa corporal de 47 individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) de cinco populagdes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco categorias de
acordo com o0 sexo e a faixa etéria, excluindo-se outliers. As delimitacBes das caixas
representam a distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; 0s tracos acima e



abaixo das caixas o0s outros 50% das amostras; 0s circulos representam as médias; FA — fémea
adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA - macho
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Figura 15: Médias de tamanho do canino superior direito de 47 individuos de Sapajus
nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de cinco populacbes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas
em cinco categorias de acordo com 0 sexo e a faixa etéria. As delimitacdes das caixas
representam a distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; 0s tracos acima e
abaixo das caixas 0s outros 50% das amostras; os circulos representam as médias; * outlier.
FA — fémea adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA —
MACNO SUDAAUITO. ...ttt nneas 28

Figura 16: Metafase de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) da regido de Misiones,
Argentina, com hibridizacdo por fluorescéncia in situ utilizando a sonda 21WCP, em verde
(setas), identificando o par 11. MarcacBes em vermelho correspondem a sonda de
heterocromatina constitutiva extra-centromérica, #11lgHe+. Adaptado de Nieves et al.
200 ST SRSSSSRSS 38

Figura 17: Distribuicdo das amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae). (A) Mapa do
Brasil. (B) Destaque para regio leste do estado de S&o Paulo e estado do Rio de Janeiro com
as 11 areas de amostragem: 1 - cidade de Sao Paulo (cSP); 2 - Sdo José dos Campos (SJC); 3
— Paraibuna (PB); 4 - Campos do Jordao (CJ); e 5 - S&o Sebastido (SS), SP; 6 - Parque
Nacional do Itatiaia (PNI), cidade de lItatiaia; 7 - llha da Marambaia (IM), cidade de
Mangaratiba; 8 - bairro de Guaratiba (Gua), cidade do Rio de Janeiro; 9 - Parque Nacional da
Tijuca (PNT), cidade do Rio de Janeiro; 10 — Parque Nacional da Serra dos Orgéos
(PARNASOQ), cidade de Teresépolis; 11 - Reserva Biolégica de Poco das Antas (RBPA),
cidade de Silva Jardim, RJ. A linha pontilhada representa o Rio Paraiba do Sul..................... 40

Figura 18: Caridtipo de um individuo macho (2n=54,XY) de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae), com coloracdo convencional, demonstrando o padrdo observado nos individuos
estudados. Estdo representadas as duas formas do par cromossémico 11 (caixa): pequeno (a
esquerda) nas amostras da Ilha da Marambaia, Parque Nacional da Serra dos Orgaos, Reserva
Biologica de Poco das Antas, Parque Nacional da Tijuca, bairro de Guaratiba, estado do Rio
de Janeiro, além das amostras de Campos do Jorddo, Sdo Sebastido e cidade de Séo Paulo,
SP; e grande (direita) nas amostras do Parque Nacional do Itatiaia, RJ, além de S&o José dos
Campos € ParaibuNa, SP.........oiiiiieiiie e 44

Figura 19: Metafases de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) com hibridizacdo pelas
sondas 21WCP (vermelho) e #11qHe+ (verde). Aumento de 1000x. (A) Marcagdes em uma
fémea da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ e (B) no individuo macho de Guaratiba, cidade
do Rio de Janeiro, RJ. As setas apontam o par cromossémico 11, pequeno acrocéntrico sem
heterocromatina constitutiva extra-centromerica. (C) Marca¢cdes em um macho do Parque
Nacional do Itatiaia, RJ. As setas indicam os cromossomos do par 11 como um dos maiores
do cariotipo, com grande bloco de heterocromatina constitutiva terminal..............c.c.cccevvneee. 45

Figura 20: Cariotipo com bandamento C e G em individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. Pares 4, 12, 13 (polimérfico) e 17 com
presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica nas amostras de todos o0s
individuos, além dos pares 6, 19 e 21 de forma menos consistente. (A) Par cromossémico 11
como um pequeno acrocéntrico. Esta sendo representado o par 13 com bloco proximal em
homozigose, identificado em 13 individuos; (B) padrdo, com banda C e G, semelhante ao
apresentado em "A" (esquerda) e seu homdlogo (direita) com tamanho reduzido e bloco



intercalar distal, identificados em dez individuos; (C) ambos os homdlogos do par 13 s&o
menores que o par 12, com blocos intercalares, sendo um proximal e outro distal, identificado
BM TrES INAIVIAUODS. .......eeiveeiectiecte ettt et be et e et e s e e sbe e e e s be e beenbesneeeas 46

Figura 21: Cariétipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) do Parque Nacional do Itatiaia, RJ. Pares 4, 11 (polimdrfico), 12, 13 e 17 com
presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica. (A) Par cromossémico 11 com
grande bloco heterocromatico em homozigose, identificado em trés individuos; (B)
homologos do par cromossdmico 11 em heterozigose para o tamanho da banda, identificado
€M OIS INAIVIAUOS. .....veeveiviiieeieeieee ettt s e e sbestesteenaeneeneeeens 47

Figura 22: Cariotipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) do Parque Nacional da Serra dos Orgéos, RJ. Pares 4, 6, 12 (polimérfico), 13, 17 e
19 com presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica. (A) Par cromossémico
12 com blocos heterocromaticos intercalares em heterozigose, sendo um mais proximo e outro
mais distal ao centrdmero, identificado nas amostras de quatro individuos; (B) homdélogos do
par 12 em homozigose para a posicdo da banda, de forma proximal, identificados em um
individuo; (C) homozigose para posicdo da banda, de forma intercalar e distal no par 12,
identificado em UM INAIVIAUO. ......c.ooiiiiiii e 48

Figura 23: Cariétipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) da Reserva Bioldgica de Poco das Antas, RJ. Pares 4, 6, 12, 13 e 17 com presenca
de heterocromatina constitutiva extra-CeNtrOMEAriCA...........everuerererirenieeee e 49

Figura 24: Cariétipo com bandamento C e G em individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) do Parque Nacional da Tijuca, Rio de Janeiro, RJ. Pares 4, 12, 13 e 17 com presenca
de heterocromatina constitutiva extra-CeNtrOMEriCa...........cceeereeeereeeiere e 50

Figura 25: Cari6tipo com bandamento C em um individuo de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) do CRAS/Estacio de Sa, oriundo do bairro de Guaratiba, Rio de Janeiro, RJ. Pares 4
(polimorfico), 12, 13, 17 e 21 com presenca de heterocromatina constitutiva extra-
(00 oL o] T or: USSP PRPRURPROS 51

Figura 26: Cariétipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) alocados no CRAS/UNIVAP, provenientes da regido leste do estado de Séo Paulo.
Pares 4, 12,13 e 17 com presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica. (A) par
cromossémico 11 pequeno acrocéntrico em trés individuos (Campos do Jorddo, Sdo Sebastido
e cidade de Séo Paulo), além de ambos os representantes do polimorfismo de posicdo da
banda heterocromaética encontrado no par 12, observado em heterozigose nos individuos de
S0 Sebastido e da cidade de S&o Paulo; (B) Par cromossdmico 11 com grande bloco
heterocromatico em homozigose em um individuo da cidade de Paraibuna; (C) par
cromossémico 11 com grande bloco heterocroméatico em heterozigose (delecdo parcial) no
individuo da cidade de SE0 JOSE A0S CaAMPOS........ccereriririeiieiie ittt 52

Figura 27: Filogenia obtida atraveés do sequenciamento dos genes mitocondriais 12S e
citocromo b, demonstrando a separacdo e o tempo de divergéncia (escala) das espécies de
Cebus e Sapajus. Adaptado de Lynch Alfaro et al. (20122).........cccceeveevveieiieiiieiieie e 60

Figura 28: Distribuicdo das espécies de Sapajus na America do Sul. Retirado de Lynch
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Figura 29: Arvores filogenéticas obtidas, em trés estudos distintos, com o gene mitocondrial
citocromo b de espécies Sapajus destacando (setas) a posicdo da amostra de S. nigritus do



estado do Rio de Janeiro, de forma mais basal, ndo agrupando com outras da mesma espécie,
provenientes de Sdo Paulo, Minas Gerais e Argentina. (A) modificado de Martins-Jr et al.
(2018); (B) modificado de Lynch Alfaro et al. (2012a); (C) modificado de Nascimento et al.

Figura 30: Arvore filogenética construida através do método de Maxima Verossimilhanca,
segundo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980), pela comparacdo de sequéncias do
gene mitocondrial citocromo c oxidase | (MT-CO1). Estdo demonstradas as relagdes das
amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), provenientes dos estados do Rio de
Janeiro e de S8o Paulo, com sequéncias do GenBank® para esta e outras espécies. Os niimeros
nas ramificacdes correspondem a valores de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base em 1000
replicacdes, estando representados apenas aqueles maiores que 50.........ccocvvverinieenieseennnn, 69

Figura 31: Arvore filogenética construida através do método de Méxima Verossimilhanga,
segundo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980), pela comparacdo de sequéncias do
gene mitocondrial citocromo c oxidase Il (MT-CO2). Estdo demonstradas as relacfes das
amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), provenientes dos estados do Rio de
Janeiro e de Sdo Paulo, com sequéncias do GenBank® e fornecidas por Dr. Manuel Ruiz-
Garcia (com. pess.) para esta espécie, S. cay e S. xanthosternos. Os nimeros nas ramificacdes
correspondem a valores de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base em 1000 replicacdes,
estando representados apenas aqueles maiores qUe 50.........ccecvieeieeieiie e 70

Figura 32: Arvore filogenética construida através do método de Méxima Verossimilhanga,
segundo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980), pela comparacdo de sequéncias do
gene mitocondrial citocromo b (MT-CYB). Estdo demonstradas as relacdes das amostras de
Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), provenientes dos estados do Rio de Janeiro e de Séo
Paulo, com sequéncias do GenBank® para esta e outras espécies. Os numeros nas
ramificacGes correspondem a valores de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base em 1000
replicacdes, estando representados apenas aqueles maiores que 50.........ccceoveveiievveieneenennn, 71

Figura 33: Rede de haplétipos gerada pelo método Median-joining (Bandelt et al., 1999)
através da comparacao de sequéncias do gene mitocondrial citocromo c oxidase | (MT-CO1)
de Sapajus nigritus, demonstrando dois grupamentos distintos. Os circulos pretos e brancos
correspondem aos grupamentos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste”, respectivamente.
Pontos vermelhos representam hapl6tipos hipotéticos. O tamanho dos circulos pretos e
brancos é proporcional ao nimero de sequéncias de cada haplétipo. Os tracos representam o
namero de passos mutacionais entre haplotipos...........cccvevviieiieie i 72

Figura 34: Rede de haplétipos gerada pelo método Median-joining (Bandelt et al., 1999)
atraveés da comparacao de sequéncias do gene mitocondrial citocromo c oxidase Il (MT-CO2)
de Sapajus nigritus, demonstrando trés grupamentos. Os circulos em cinza, preto e branco
correspondem aos grupamentos “S. nigritus oeste”, “S. nigritus leste” e “S. nigritus
Argentina”, respectivamente. Pontos vermelhos representam haplétipos hipotéticos. O
tamanho dos circulos cinza, preto e branco é proporcional ao nimero de sequéncias de cada
haplotipo. Os tragos representam o nimero de passos mutacionais entre haplotipos............... 73

Figura 35: Rede de haplétipos gerada pelo método Median-joining (Bandelt et al., 1999)
através da comparacdo de sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (MT-CYB) de Sapajus
nigritus, demonstrando dois grupamentos distintos. Os circulos pretos e brancos
correspondem aos grupamentos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste”, respectivamente.
Pontos vermelhos representam haplotipos hipotéticos. O tamanho dos circulos pretos e
brancos é proporcional ao nimero de sequéncias de cada haplétipo. Os tracos representam o
numero de passos mutacionais entre haplotipPosS..........ccccvvvveiiiieiieeie s 74
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INTRODUCAO GERAL

O macaco-prego-preto, Sapajus nigritus (Goldfuss, 1809), € um primata neotropical
com ampla distribui¢do na porcédo sul da Mata Atlantica, no sudeste e sul do Brasil, além de
uma pequena regido no nordeste da Argentina, na provincia de Misiones (Groves, 2001a;
Rylands et al., 2005; Lynch Alfaro et al., 2014).

Estimada como a primeira espécie a se diferenciar na historia evolutiva do género, S.
nigritus é descrita com variabilidade fenotipica ao longo de sua distribui¢do, além de grande
diversidade genética, tanto cariotipica quanto molecular (Mudry et al., 1991; Silva Jr, 2001,
Lynch Alfaro et al., 2012a; Ruiz-Garcia et al., 2012; Van Roosmalen & Van Roosmalen,
2016; Nieves et al., 2017).

Fenotipicamente, é a espécie que possui pelagem mais escura do género, variando do
preto a0 marrom na maior parte do corpo, inclusive de forma intrapopulacional (Silva Jr,
2001; Fragaszy et al., 2004; Vieira & Oliveira, 2014; Penedo, 2016), sendo sugerida a
predominancia do padrdo preto nas populacfes ao sul da distribuicdo e do marrom ao norte
(Van Roosmalen & Van Roosmalen, 2016). A relacdo da pelagem com a distribuicéo
geografica ja foi demonstrada também por algumas caracteristicas predominantes ao norte e
ao sul do Rio Paraiba do Sul (Silva Jr, 2001).

Em relacdo a citogenética, a variabilidade de S. nigritus se da na quantidade e
distribuicdo da heterocromatina constitutiva (HC) extra-centromérica (Nieves et al., 2017), a
qual corresponde a por¢cdes do DNA transcricionalmente inativas e consequentemente com
pressdo seletiva neutra, na ocorréncia de mutacdes (Grewal & Moazed, 2003). No par
cromossémico 11, por exemplo, a delecdo total do grande bloco de HC terminal é descrita, a
partir de amostras da Argentina, como especifica de S. nigritus (Mudry, 1990; Mudry et al.,
1991), enquanto na maioria das espécies do género este bloco esta conservado (Matayoshi et
al., 1987). Entretanto, esta ndo parece ser a Unica forma do par 11 desta espécie, uma vez que
estudos com amostras do estado do Rio de Janeiro ja identificaram o grande bloco de HC
terminal (Freitas & Seuanez, 1982; Matayoshi et al., 1987).

A diversidade no genoma de S. nigritus ndo se da apenas no nivel cromossémico, mas
também € descrita de forma molecular. Analises de genes mitocondriais demonstram ter sido
esta a primeira dentre as oito espécies do género a divergir e também uma daquelas com
maior diversidade haplotipica (Lynch Alfaro et al., 2012a; Ruiz-Garcia et al., 2012). Esta
diversidade é demonstrada, por exemplo, na divergéncia entre amostras do estado do Rio de
Janeiro e outras da mesma espécie no restante da distribuicdo, formando clados parafiléticos
(Lynch Alfaro et al., 2012a; Nascimento et al., 2015; Penedo, 2016; Martins-Jr et al., 2018).

A maior diversidade relatada para S. nigritus e demais espécies de Sapajus da Mata
Atlantica, quando comparadas aquelas que ocorrem no Cerrado, Caatinga e Amazonia, €
descrita como reflexo do inicio da diversificagdo e maior periodo de permanéncia dos
ancestrais do género nesse habitat, estando sujeitas a um maior nimero de eventos geoldgicos
e ecologicos ao longo da sua evolugdo (Rylands et al., 2005; Lynch Alfaro et al., 2012a).

Diferentes teorias buscam explicar os processos evolutivos que geraram a atual
diversidade das espécies animais em florestas tropicais. Como exemplo, pode ser citada a
ocorréncia de atividades neotectbnicas no quaternario (Riccomini & Assumpc¢édo, 1999;
Thomé et al., 2010; Amaro et al., 2012), diversificando as espécies por vicariancia, ou a teoria
de gradientes ecologicos, modelo parapatrico no qual a diversidade teria se dado por
diferengas ambientais bem demarcadas, ainda que houvesse fluxo génico (Endler, 1977
Smith et al., 1997; Orr & Smith, 1998). Entretanto, a ocorréncia de refagios florestais é a
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principal teoria considerada para explicar a diversificacdo de grupos animais em florestas
tropicais (Filho & Miyaki, 2011) e a mais provavel influéncia na diversificacdo de primatas
neotropicais (Lynch Alfaro et al., 2015). Segundo essa teoria, a evolucdo das espécies em
ambientes florestais teria acompanhado ciclos de retracdo e expansdo de fragmentos,
ocorridos em periodos de flutuagbes climéaticas no Pleistoceno, propiciando diversificacGes
alopatricas, em menor ou maior grau, dependendo do tempo de isolamento entre as
populagdes (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams, 1970; Brown & Ab’Saber, 1979). Na Mata
Atlantica, estudos apontam a existéncia de trés areas de descontinuidade filogeogréafica,
decorrente de refagios florestais (Filho & Miyaki, 2011, Cabanne et al., 2008, Carnaval et al.,
2009). Uma dessas zonas estaria localizada na regido sudeste, aproximadamente na extensao
entre Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, tendo sido demonstrada para espécies de
aves, anuros, répteis e morcegos (Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Carnaval et
al., 2009; Martins et al., 2009). Esta regido € a mesma onde variagdes fenotipicas,
citogenéticas e moleculares sdo descritas para S. nigritus (Freitas & Seuanez, 1982;
Matayoshi et al., 1987; Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Silva Jr, 2001; Lynch Alfaro et al.,
2012a; Nascimento et al., 2015; Martins-Jr et al., 2018).

O primeiro passo para compreensdo da biodiversidade é a identificagdo das espécies
que resultam de diferentes processos na evolugdo de um grupo (Mayden & Wood, 1995). Para
isso, diversos conceitos de espécie foram propostos, representando ferramentas para descrever
e definir a biodiversidade, nenhum deles mais correto que o outro, mas sim mais adequado a
determinado grupo de organismo, dependendo de sua evolucdo (Thorop et al., 2015). Dentre
os mais difundidos podem ser citados o conceito biolégico (Mayr, 1942), o conceito evolutivo
(Wiley, 1981) e o filogenético de espécie (Cracraft, 1983). Este ultimo conceito tem sido
amplamente utilizado para diversos grupos animais nas Ultimas décadas, com base na
compreensdo de que as espécies representam linhagens evolutivas (Groves, 2014). O conceito
filogenético define que uma espécie € um agrupamento irredutivel de organismos distintos de
outros agrupamentos, contendo um padrdo parental de ancestralidade e descendéncia
(Cracraft, 1989). Em estudos com primatas, o conceito filogenético de espécie tem sido
considerado o mais adequado (Groves, 2012; Rylands et al., 2012; Groves, 2014). As
subespécies representam segmentos geograficos de uma espécie que fixaram caracteristicas
herdaveis distintas (Groves, 2001b), mas sob o conceito filogenético elas podem ndo ser
consideradas (Cracraft, 1983; Cracraft, 1989). Alguns autores, entretanto, validam o
reconhecimento de subespécies sob o conceito filogenético de espécies (Nixon & Wheeler,
1990, Groves, 2001b). Neste trabalho, foi adotado o conceito filogenético de espécies, assim
como aceita a ocorréncia de duas subespécies na distribui¢do de S. nigritus (S. n. nigritus e S.
n. cucullatus), seguindo diversos trabalhos que consideram valida a divisdo nesta espécie (ex.:
Vieira, 1944; Groves, 2001a; Silva Jr., 2001; Fragaszy et al., 2004; Rylands et al., 2005;
Lynch Alfaro et al., 2012a; Lynch Alfaro et al., 2014).

Nesta tese, estdo apresentados em trés capitulos os dados das analises dos padrées de
pelagem, de citogenética classica e molecular e de genes mitocondriais de individuos de S.
nigritus, obtidos a partir de amostras coletadas em localidades in situ e ex situ no estado do
Rio de Janeiro, e ex situ na porcdo leste do estado de Sdo Paulo.

No primeiro capitulo sdo apresentados dados de coloracédo e distribuicdo dos padrdes
de pelagem de 49 individuos provenientes de cinco populagdes do estado do Rio de Janeiro,
cinco individuos de cativeiro oriundos de distintas cidades de Sdo Paulo e um da cidade do
Rio de Janeiro, além de oito exemplares do estado do Rio de Janeiro depositados no Museu
Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ). Foram avaliadas variacGes intrapopulacionais e
verificado se a predominancia dos padrdes preto ao sul e marrom ao norte, descrita na
totalidade da distribuicdo da espécie, também se repete entre S&o Paulo e Rio de Janeiro.

2



Neste capitulo foram analisadas ainda diferentes medidas morfométricas que possam auxiliar
na identificacdo de faixas etarias, a qual geralmente é feita através de caracteristicas da
pelagem em Sapajus.

No segundo capitulo, analises de citogenética classica e molecular foram realizadas
para todas as localidades nos estados do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo, com excec¢do dos
espéecimes do MNRJ. Séo apresentados dados da presenca e distribuicdo de HC extra-
centromérica nos pares cromossomicos, por meio da técnica de banda C e através da
hibridizacdo de sondas em regides cromossdmicas especificas. Foi investigada,
principalmente, a ocorréncia de polimorfismos descritos para o par cromossomico 11 de S.
nigritus.

No terceiro capitulo, foram realizadas analises moleculares, empregando trés genes
mitocondriais, com amostras das mesmas localidades de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro do
capitulo 1l. ComparacGes das sequéncias obtidas com outras publicadas na literatura
permitiram analisar a filogeografia e diversidade de S. nigritus, sendo investigada
principalmente a ocorréncia de divergéncias previamente relatadas em amostras do estado do
Rio de Janeiro.



CAPITULO |

ANALISE DA COLORACAO DE PELAGEM DE Sapajus nigritus
(PLATYRRHINI, CEBIDAE) EM LOCALIDADES DOS ESTADOS DO
R10 DE JANEIRO E DE SAO PAULO E AVALIACAO DE
CARACTERES MORFOLOGICOS PARA DELIMITACAO DE FAIXAS
ETARIAS



RESUMO

As caracteristicas de pelagem sdo fundamentais na sistematica dos macacos-prego (Sapajus) e
caiararas (Cebus), sendo altamente variaveis, ndo apenas entre as espécies, mas também de
forma intraespecifica. Dentre 0s macacos-prego, S. nigritus € descrita como a espécie mais
escura, com a distribuicdo mais ao sul. Os individuos dessa espécie possuem dorso variando
do marrom ao preto, com ventre amarelo ou marrom, membros e cauda pretos e face branca
contrastante. A partir das populagdes ao sul, que correspondem a S. n. cucullatus, haveria uma
tendéncia a perda de pigmentos em dire¢do aquelas ao norte, que representam S. n. nigritus.
Dois padrdes de pelagem foram descritos também de forma intrapopulacional nesta espécie,
predominando o padrdo preto em SP e o marrom no RJ. A regido de SP ja foi descrita como
uma importante area de descontinuidade filogeografica em espécies animais e a diferenca
observada entre as populacdes de SP e RJ pode indicar este trecho como uma area de
transicdo na pelagem de S. nigritus. A identificacdo de faixas etarias em Sapajus, feita com
base em caracteres fenotipicos, é dificultada pelas variacdes na pelagem. Analises
morfométricas podem ser empregadas de forma complementar, mas esses dados ainda séo
escassos para S. nigritus. Os objetivos deste estudo foram analisar o fenétipo de individuos de
S. nigritus em localidades do estado de SP e RJ, verificando a ocorréncia de ambos os padrdes
de pelagem e a possivel associacdo com a distribuicdo geografica, além de avaliar a utilizacdo
de medidas morfométricas na separacdo de faixas etarias. Foram analisados individuos de
cinco populacdes do RJ: llha da Marambaia (IM), Reserva Bioldgica de Poco das Antas
(RBPA), Parque Nacional do Itatiaia (PNI), da Tijuca (PNT) e da Serra dos Orgdos
(PARNASO); exemplares ex situ de Guaratiba/RJ (Gua) e de cidades de S&o Paulo: capital
(cSP), Sédo José dos Campos (SJC), Sdo Sebastido (SS), Paraibuna (PB) e Campos do Jorddo
(CJ); e espécimes depositados no Museu Nacional do Rio Janeiro (MNRJ), provenientes de
Angra dos Reis, Itatiaia, Paraty e Teresopolis. Foi avaliada a coloracdo do dorso, ventre,
membros, cauda e face, além dos tufos no topo da cabeca de todos os individuos, comparando
com o descrito para S. nigritus. Foram analisadas as medidas de massa corporal, comprimento
do corpo e tamanho do canino superior direito, somente nos individuos de vida livre,
agrupando-os em faixas etarias de cada sexo. Diferencas significativas entre as faixas etarias
foram verificadas por ANOVA e comparacdes de Tukey. Nos 49 individuos in situ, seis ex
situ e oito do MNRJ, foram identificados dois padrbes de pelagem, um marrom (37
individuos) e outro preto (26 individuos). O dorso variou do marrom ao preto, ventre amarelo
ao preto, face branca a amarela e membros e cauda pretos. Tufos voltados para os lados,
eretos com divisdo e eretos fundidos foram observados. Todas as caracteristicas de pelagem
correspondem ao descrito para S. nigritus. Ambos os padrées foram identificados na IM,
PARNASO e RBPA, além dos individuos ex situ. Somente o padréo preto foi observado no
PNI e nos exemplares do MNRJ, e 0 marrom no PNT. Houve predominio do padréo preto a
oeste e marrom a leste. Tufos tiveram correlagdo com a faixa etéria, sendo ausente nos jovens.
Foi observada diferenca significativa (P=0,000) entre todas as faixas etarias dos machos
(jovens, subadultos e adultos) em relagdo ao comprimento do corpo e tamanho dos caninos e
entre fémeas jovens e adultas, com massa corporal. A analise conjunta das trés medidas
morfometricas foi eficaz para separacdo de todas as faixas etarias em ambos o0s sexos. A
distribuicdo dos padrdes preto a oeste e marrom a leste na distribuicdo SP-RJ demonstra essa
regido como a area de transicdo na pelagem de S. nigritus.

Palavras-chave: Macaco-prego-preto, Fenotipo, Variagdo intrapopulacional.



ABSTRACT

The coat characteristics are fundamental in the classification of robust (Sapajus) and gracile
(Cebus) capuchins, being highly variable, not only among the species, but also
intraspecifically. The metachromatism theory describes the tendency to lose tegumentary
pigments from the darker, or primitive, to the lighter, or derived, forms in mammalian species.
Applied to capuchins, S. nigritus is described as the darkest and most ancestral, with the most
southern distribution. The individuals of this species have the back varying from brown to
black, yellow to brown belly, black limbs and tail and contrasting white face. From the
southern populations, which correspond to S. n. cucullatus, there is a tendency to lose
pigments towards the northern ones, which represent S. n. nigritus. The other species are
gradually clearer, culminating in the yellowish of S. flavius. Two coat patterns were described
intra-population in S. nigritus, predominating the black pattern in SP and the brown in RJ.
The region of SP has already been described as an important area of phylogeographic
discontinuity in animal species and the difference observed between the populations of SP and
RJ may indicate this stretch as a transition area in the coat of S. nigritus. The identification of
age groups in Sapajus, based on phenotypic characters, is hampered by coat variations.
Morphometric analysis can be employed in a complementary way, but these data are still
scarce for S. nigritus. The objectives of this study were to analyze the phenotype of S. nigritus
individuals from SP and RJ states, verifying the occurrence of both coat patterns and the
possible association with the geographical distribution, in addition to evaluating the use of
morphometric measurements in the separation of age groups. Individuals from five
populations in RJ were analyzed: llha da Marambaia (IM), Reserva Bioldgica de Poco das
Antas (RBPA), Parque Nacional do Itatiaia (PNI), Tijuca (PNT) and Serra dos Orgéos
(PARNASO); ex situ specimens from Guaratiba/RJ (Gua) and cities of S&o Paulo: capital
(cSP), Sdo José dos Campos (SJC), Sdo Sebastido (SS), Paraibuna (PB) and Campos do
Jord&o (CJ); and specimens deposited at the Museu Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ), from
Angra dos Reis, Itatiaia, Paraty and Teresopolis. The coloration of the back, belly, limbs, tail
and face was evaluated, as well as the tufts at the top of the head of all individuals, compared
to that described for S. nigritus. Body mass, body length, and upper right canine size were
analyzed only in individuals in situ, grouping them in age groups of each sex. Significant
differences between age groups were verified by ANOVA and Tukey comparisons. In the 49
individuals in situ, six ex situ and eight from MNRJ, two coat patterns were identified, one
brown (37 individuals) and one black (26 individuals). The back varied from brown to black,
belly yellow to black, face white to yellow and limbs and tail black. Tufts turned sideways,
erects with division and erects without division were observed. All coat characteristics
correspond to those described for S. nigritus. Both patterns were identified in IM, PARNASO
and RBPA, in addition to ex situ individuals. Only the black pattern was observed in the PNI
and MNRJ specimens, and the brown in the PNT. There was a predominance of black in the
west and brown in the east. Tufts had correlation with the age group, being absent in the
young. A significant difference (P=0.000) was observed among all age groups of males
(young, sub-adults and adults) in relation to body length and canine size and between young
and adult females, with body mass. The joint analysis of the three morphometric
measurements was effective for separation of all age groups in both sexes. The distribution of
black patterns to the west and brown patterns to the east in the SP-RJ distribution
demonstrates this region as the transition area of S. nigritus coat patterns.

Keywords: Black-horned capuchin, Phenotype, Intra-population variation.



1 INTRODUCAO

Os macacos-prego e caiararas (géneros Sapajus Kerr, 1792 e Cebus Erxleben, 1777 —
Platyrrhini, Cebidae) sdo primatas neotropicais com ampla distribuicdo geogréafica pelas
Ameéricas do Sul e Central (Lynch Alfaro et al., 2012a). Na sistematica destes grupos, as
caracteristicas de pelagem sdo um fator fundamental, mas ao mesmo tempo a tornam uma das
mais controversas da ordem Primates, devido as variacdes que podem ocorrer conforme a
faixa etaria, sexo ou regido geografica (Hill, 1960; Silva Jr, 2001).

A presenca ou auséncia de tufos de pelos no topo da cabeca, destacada por Hershkovitz
(1949), representa uma das caracteristicas fenotipicas mais relevantes, utilizada em distintas
classificacbes para separacdo das espécies em dois grupos, até recentemente compondo o
género Cebus (Cabrera, 1957; Hill, 1960; Groves, 2001a; Silva Jr, 2001). Uma das mais
utilizadas agrupava C. capucinus, C. albifrons, C. olivaceus e C. kaapori no grupo sem tufos,
enquanto Cebus apella, C. libidinosus, C. xanthosternos e C. nigritus compunham o grupo
com tufos (Groves, 2001a). Seguindo esta classificacdo e agregando dados fenotipicos de
pelagem e de morfologia cranial, Silva Jr (2001) sugeriu a divisdo ao nivel de subgéneros,
Cebus e Sapajus, mantendo as espécies sem e com tufos, respectivamente, e adicionou C.
robustus, C. macrocephalus e C. cay no grupo com tufos. Em 2012, reunindo dados de
morfologia, ecologia, comportamento, biogeografia e de biologia molecular, os subgéneros
propostos por Silva Jr (2001) foram elevados ao nivel de géneros, com Cebus representando
as espécies sem tufos e Sapajus aquelas com tufos (Lynch Alfaro et al., 2012a; Lynch Alfaro
et al., 2012b). A forma do corpo passa a ser incorporada aos dados morfoldgicos ja obtidos e
os representantes de Cebus (C. albifrons, C. capucinus, C. olivaceus e C. kaapori) sdo
descritos como “graceis”, tendo corpo esguio ou delgado e membros longilineos, enquanto 0s
de Sapajus (S. apella, S. macrocephalus, S. cay, S. libidinosus, S. robustus, S. xanthosternos,
S. flavius e S. nigritus) sdo considerados “robustos”, com membros, cauda ¢ cabega mais
compactos (Lynch Alfaro et al., 2012b).

No Brasil, as espécies de Cebus ocorrem apenas na Regido Norte e em parte da Regido
Nordeste, enquanto as de Sapajus estdo distribuidas por todo o territério nacional, inclusive
em simpatria com Cebus na Bacia Amazonica (Vilanova et al., 2005; Lynch Alfaro et al.,
2012a).

Dentre as espécies de Sapajus, S. nigritus (Goldfuss, 1809) é a que apresenta
distribuicdo mais ao sul, sendo endémica de Mata Atlantica e a Unica deste bioma que ocorre
abaixo do Rio Doce. Esta delimitada ao norte por este rio, nos estados de Minas Gerais e
Espirito Santo, ao sul pela transicdo Mata Atlantica-Pampa nos municipios de Porto Alegre e
Santa Cruz (Rio Grande do Sul), a leste pelo oceano Atlantico e a oeste pelo Rio Parana
(Fragaszy et al., 2004; Vilanova et al., 2005). Dentro de sua distribuicdo (Figura 1), duas
subespécies sdo reconhecidas: S. n. nigritus, restrita ao Brasil, com distribuicdo geogréafica em
todos os estados do Sudeste até a metade norte do estado de S&o Paulo; e S. n. cucullatus,
presente desde a metade sul do estado de Séo Paulo até os estados da Regido Sul do Brasil e
provincia de Misiones, na Argentina (Groves, 2001a; Rylands et al., 2005; Lynch Alfaro et
al., 2014).
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Figura 1: Distribuicdo de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae). (A) Mapa da América
do Sul. (B) Distribuicdo de S. nigritus nos estados do Sul e Sudeste do Brasil, além da Regido
de Misiones na Argentina, destacada na area preenchida. A linha tracejada demarca a
delimitacdo aproximada das subespécies S. n. nigritus (ao norte) e S. n. cucullatus (ao sul).
Adaptado de Martins et al. (2019) - The IUCN Red List of Threatened Species.

Vulgarmente conhecida  como macaco-prego-preto (ou black-horned
capuchin em inglés), S. nigritus possui pelagem do dorso variando do marrom ao preto
(Figura 2), podendo estar presente uma discreta faixa com pelos mais escuros estendendo-se
da nuca até a base da cauda. O ventre pode ser amarelo, marrom, marrom-avermelhado ou
marrom-enegrecido. Os membros e a cauda sdo geralmente mais escuros que o restante do
corpo e a face é circundada por pelagem branca a amarela, em contraste com o restante do
corpo. O capuz, que cobre o topo e a parte posterior da cabeca, € escuro e os tufos de pelos na
parte anterior sdo geralmente evidentes, podendo ser eretos, voltados para os lados ou para
frente, mas ausente nos jovens (Vieira, 1944; Silva Jr, 2001; Fragaszy et al., 2004; Rylands et
al., 2005). E descrita, somente para S. n. cucullatus, a presenca de pelos brancos misturados
aos pretos no corpo, principalmente no dorso (Vieira, 1944).

Figura 2: Fenotipo de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae). (A) Retirado de Reis et
al. (2015); (B) Retirado de iucnredlist.org/species.

As caracteristicas de pelagem nos macacos-prego, de modo geral, sdo bastante
variaveis, inclusive de forma intraespecifica (Hill, 1960), ja tendo sido descritos distintos
padrdes em S. flavius, S. libidinosus (Silva, 2010) e S. nigritus (Silva Jr, 2001; Vieira &
Oliveira, 2014; Penedo, 2016). A variabilidade intraespecifica na pelagem de S. nigritus ja foi
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sugerida com predominéncia de um padrdo mais escuro (preto) nas populagdes ao sul da
distribuicéo (representando S. n. cucullatus) e de um padrdo mais claro (marrom) naquelas ao
norte (correspondendo a S. n. nigritus), com gradual transicdo entre os padrdes (Van
Roosmalen & Van Roosmalen, 2016). Silva Jr (2001) descreveu, nesta espécie, uma variacao
de forma ndo-gradual na predominéncia de algumas caracteristicas da pelagem em populacdes
ao norte e ao sul do Rio Paraiba do Sul, que corta o estado do Rio de Janeiro de sul a norte.
Nas populacdes ao norte deste rio predominam, por exemplo, tufos eretos, regido proximal
dos membros anteriores marrom-enegrecida e o ventre avermelhado. Nas populagdes ao sul
do Rio Paraiba do Sul predominam tufos fundidos com pelos voltados para frente e para o0s
lados, regido proximal dos membros anteriores preta e o ventre marrom-enegrecido. As
variagbes na pelagem de S. nigritus ja foram identificadas também de forma
intrapopulacional. Na populacdo do Parque Ecoldgico Cidade da Crianca de Presidente
Prudente, estado de Séo Paulo, os distintos padrdes foram descritos como "marrom™ e "preto-
brilhante™, com 78% de predominéancia deste (Vieira & Oliveira, 2014), e nos macacos-prego
da Ilha da Marambaia, cidade de Mangaratiba, RJ, um padrao “marrom” e outro “enegrecido”,
com 83% de predominancia do primeiro (Penedo, 2016).

1.1  Classificacdo em faixas etarias

A classificacdo etaria de primatas € utilizada em diversos tipos de estudos, como: na
analise da composicdo de grupos (Bezerra et al., 2014; Galvis et al., 2014), preferéncia
alimentar (Pebsworth et al., 2012; Chalk et al., 2015), diferencas na concentracdo hormonal
(Behringer et al., 2014) ou a variacdo do repertorio vocal conforme a faixa etaria (Bouchet et
al., 2012).

O reconhecimento de faixas etarias é muitas vezes feito atraves do acompanhamento
de grupos habituados, nos quais se reconhece os individuos e se tem registros dos
nascimentos de novos integrantes (Ledo et al., 2009; Bouchet et al., 2012; Izar et al., 2012;
Pebsworth et al., 2012; Galbany et al., 2014; Chalk et al., 2015; Tokuda et al., 2017). Quando
esses dados ndo estdo disponiveis, a identificacdo requer alternativas para definicdo das faixas
etarias. Para macacos-prego e caiararas, essa classificacdo pode ser feita utilizando uma
combinacdo de caracteristicas de pelagem, morfologia e comportamento (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas fenotipicas e comportamentais utilizadas para definicdo das
principais faixas etarias de macacos-prego e caiararas (Sapajus e Cebus, Platyrrhini, Cebidae),
segundo Izawa (1980) e MacKinnon (2013).

Faixa etaria Caracteristicas
Menores integrantes do grupo. N&o apresentam tufos de pelos no topo da
cabeca. Geralmente séo carregados por outros membros do grupo.
S&o maiores que os infantes. Os membros parecem desproporcionalmente
Jovem longos. N&o apresentam tufos de pelos no topo da cabeca e a testa
geralmente é coberta por pelos mais claros.
Caracteristicas intermediarias entre jovens e adultos. Definida somente
Subadulto  para machos. A face € mais clara que dos adultos e ainda podem parecer um
pouco “desengon¢ados”. Ndo apresentam a robustez dos machos adultos.
Demarcado dimorfismo sexual. As fémeas sdo maiores que 0s jovens,
porém menores que os machos adultos. Os tufos de pelos no topo da cabeca
sdo bem desenvolvidos para ambos. Diferente dos subadultos, os machos
adultos sdo mais musculosos, com face robusta e mandibulas proeminentes.

Infante

Adulto




Anélises morfométricas sdo empregadas em estudos que busquem demonstrar a
associacdo entre uma caracteristica ou padrdo, como dominancia social (Lefevre et al., 2014),
desgaste dentario (Galbany et al., 2014) ou varia¢bes sazonais (Richard et al., 2000), de
acordo com o crescimento ou o0 sexo de primatas. As medidas de massa corporal, tamanho do
corpo e dentes caninos sdo as mais usadas, mas na maioria dos casos para demonstrar
dimorfismo sexual (Aquino & Encarnacion, 1986; Fragaszy et al., 2015; Mota et al., 2016).
Embora as medidas morfométricas apresentem correlacdo positiva com a faixa etéaria (Strum,
1991; Galbany et al., 2015), ainda poucos estudos as utilizam como ferramentas na separacéo
de faixas etarias. Ledo et al. (2009), por exemplo, utilizando medidas de massa corporal,
identificaram diferencas com significancia estatistica para oito classes etarias (infante I, Il e
I11, juvenil | e Il, subadulto, adulto e adulto mais velho) de Callithrix jacchus em cativeiro,
recomendando seu uso, em associacao a outras medidas morfométricas, em animais de vida
livre.

Valores de massa corporal sdo descritos em individuos adultos de S. nigritus com
média de 3,25 Kg nos machos e 2,30 Kg nas fémeas, enquanto o comprimento do corpo pode
variar de 38 a 56 cm nos machos e de 34 a 48 cm nas fémeas (Aguiar, 2006; Silveira et al.,
2008; Martins et al., 2015a). Valores de tamanho dos dentes caninos ainda ndo estdo
disponiveis.

1.2 Justificativa

Andlises fenotipicas e morfolégicas em populagdes ao longo da distribuicdo das
espécies de Sapajus estdo dentre as urgéncias citadas para o aprimoramento do conhecimento
sobre a biologia e evolucgéo do grupo (Lynch Alfaro et al., 2014).

A ocorréncia de distintos padroes de pelagem de forma intrapopulacional nas espécies
de Sapajus da Mata Atlantica, incluindo S. nigritus, é resultado de repetidos eventos de
isolamento e recolonizagdo entre populacGes geneticamente distintas (Lynch Alfaro et al.,
2012a). Esse fendmeno corresponde a teoria dos reflgios florestais (Haffer, 1969; Vanzolini
& Williams, 1970; Brown & Ab’Saber, 1979), que influenciaram a diversidade de espécies
animais nesse bioma (Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Cabanne et al., 2008;
Carnaval et al., 2009; Martins et al., 2009).

A predominancia do padrdo preto relatada em individuos de S. nigritus em uma
populacdo do estado de Séo Paulo (Vieira & Oliveira, 2014) e do padrdo marrom em outra do
Rio de Janeiro (Penedo, 2016), acompanhando a variagdo sul-norte proposta para a espécie
(Van Roosmalen & Van Roosmalen, 2016), pode indicar este trecho da distribuicdo como
uma area de transicdo, uma vez que a regido de S&o Paulo ja foi descrita com uma importante
descontinuidade filogeogréafica na diversidade de espécies animais (Grazziotin et al., 2006;
Cabanne et al., 2007; Carnaval et al., 2009; Martins et al., 2009). A analise de mais
individuos de S. nigritus em localidades de Séo Paulo e Rio de Janeiro, além de confirmar se
essa regido corresponde a uma area de transicdo dos padrdes de pelagem preto e marrom,
pode contribuir para avaliacdo da diversidade fenotipica da espécie.

A definicdo de faixas etarias em S. nigritus, feita com base em caracteres fenotipicos
(Izawa, 1980; MacKinnon, 2013), pode ser dificultada pelas variagbes na pelagem que
ocorrem de forma intrapopulacional. Analises morfomeétricas de comprimento do corpo, da
massa corporal e do tamanho dos caninos, que apresentam potencial para distin¢do de faixas
etarias e dimorfismo sexual em primatas ndo-humanos (Aquino & Encarnacion, 1986; Strum,
1991; Ledo et al., 2009; Fragaszy et al., 2015; Galbany et al., 2015; Mota et al., 2016), ainda
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sd0 pouco empregadas em estudos com espécies de Sapajus (Fragaszy et al., 2015; Bacalhao
et al.,, 2016). Analises morfométricas em individuos de populacdes naturais poderdo
identificar se essas varidveis sdo Uteis na classificacdo das distintas faixas etarias de S.
nigritus, de acordo com o sexo.

1.3 Objetivos

Analisar o fenotipo de individuos de S. nigritus em localidades do estado Rio de
Janeiro e de S&o Paulo, verificando os padrdes de coloragdo da pelagem e formato dos tufos
no topo da cabeca, e avaliar uma possivel associagdo com a distribuicdo geogréafica. Hipotese:
sera verificada variagdo na coloracdo de pelagem com predominancia de padrdo mais escuro
nos individuos provenientes de localidades ao sul, e padrdo mais claro naqueles ao norte da
distribuicdo amostrada.

Avaliar se ha diferenca significativa quanto ao comprimento do corpo, massa corporal
e tamanho do canino de individuos de S. nigritus de popula¢Ges naturais que possam ser Uteis
para a estimativa de faixas etarias. Hipotese: havera diferenca significativa entre as faixas
etarias, considerando as variaveis morfométricas propostas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1  Areas de estudo

Foram capturados individuos de Sapajus nigritus em cinco localidades do estado do
Rio de Janeiro: Parque Nacional do Itatiaia (PNI), cidade de Itatiaia; Ilha da Marambaia (IM),
em Mangaratiba; Parque Nacional da Tijuca (PNT), no Rio de Janeiro; Parque Nacional da
Serra dos Orgdos (PARNASO), em Teresopolis; e Reserva Bioldgica de Poco das Antas
(RBPA), em Silva Jardim. Além destes, foram analisados: individuos de cativeiro com origem
no bairro de Guaratiba (Gua), cidade do Rio de Janeiro, e de cinco cidades do estado de Séo
Paulo — capital (cSP), S&o José dos Campos (SJC), Paraibuna (PB), Campos do Jorddo (CJ) e
Sdo Sebastido; além de exemplares depositados no Museu Nacional do Rio de Janeiro
(MNRJ) com procedéncia nas cidades de Angra dos Reis, Itatiaia, Paraty e Teresopolis,
estado do Rio de Janeiro (Figura 3).

A B 46° as° e 430 42° 410
JF / ES 1
Ty
Ly MG o
= ¢ T
s f‘&/\’f .-"Mm}ﬂ )
SP ?_.fq,_/_n-" o !,f"’,,J . 11\ ¢ .
A p o 23 TN
N 51 g 2 10
NP A 2 | e 0

Figura 3: Locais de origem das amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae).
(A) Mapa do Brasil. (B) Destaque para o estado do Rio de Janeiro e leste de S&o Paulo com as
localidades: 1 — S&o Paulo, capital (cSP); 2 - S&o José dos Campos (SJC); 3 - Paraibuna (PB);
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4 - Campos do Jordao (CJ); e 5 - Sdo Sebastido (SS), SP; 6 - Parque Nacional do Itatiaia
(PNI), cidade de Itatiaia; 7 — Paraty; 8 — Angra dos Reis; 9 — Ilha da Marambaia (IM), cidade
de Mangaratiba; 10 — bairro de Guaratiba (Gua), cidade do Rio de Janeiro; 11 — Parque
Nacional da Tijuca (PNT), cidade do Rio de Janeiro; 12 — Parque Nacional da Serra dos
Orgédos (PARNASO), cidade de Teresdpolis; e 13 — Reserva Biologica de Pogo das Antas
(RBPA), cidade de Silva Jardim, RJ. A linha pontilhada representa o Rio Paraiba do Sul.

2.1.1 Descricao dos locais de captura in situ

O PNI (22°27°S/44°36°W), primeiro Parque Nacional do Brasil instituido pelo decreto
1.713/37, localizado na Serra da Mantiqueira, compreende um remanescente florestal de 280
Kmz, abrangendo os municipios de Resende e Itatiaia, no sudoeste do estado do Rio de
Janeiro, e Bocaina de Minas e Itamonte, ao sul de Minas Gerais (Morim, 2006). A regido é
caracterizada pelo relevo montanhoso, com altitudes variando entre 650 e 2.789 m, sendo o
ponto mais alto no Pico das Agulhas Negras. A temperatura mensal varia de 9°C, nos pontos
mais altos, a 20°C na regido mais baixa (Martins et al. 2015b). O Parque apresenta Floresta
Ombréfila Densa como vegetacdo predominante, tendo variados graus de conservacao
(Aximoff et al., 2015). As capturas ocorreram proximo a casa 12
(22°27'7.83"S/44°36'38.23"W), um dos abrigos onde os pesquisadores ficam alojados, e nas
proximidades da oficina de carros do parque (22°27'20.90"S/ 44°36'27.85"W). Ambos 0s
locais estdo 800 m acima do nivel do mar, distantes 500 m entre si e afastados das areas de
visitacao.

A IM (23°04’S e 43°53°W) esta localizada no municipio de Mangaratiba, sul do
estado do Rio de Janeiro. Com aproximadamente 42 Km2, a é&rea apresenta relevo
montanhoso, tendo como ponto mais alto o Pico da Marambaia, com 641m de altitude
(Pereira et al., 1990). Entre a IM e o continente esta presente uma estreita faixa arenosa de 40
km de extensdo, a Restinga da Marambaia (Conde et al., 2005; Roncarati & Menezes, 2005).
Ilha e restinga encerram, na por¢do sul, a Baia de Sepetiba (Carvalho et al., 2007). A
vegetacdo ocupa aproximadamente 21 Km?, com predominancia de mata secundéria com sub-
bosque denso, além de vegetacdo de Restinga e Mata Pluvial Costeira (Pereira et al., 1990;
Conde et al., 2005; Pereira et al., 2008a). As médias mensais de temperatura estdo sempre
acima de 20°C (Paula et al., 2009). A regido esta incluida na Area de Protecdo Ambiental de
Mangaratiba, instituida pelo Decreto estadual 9.802/87 (Rio de Janeiro, 1987). As capturas
ocorreram no local denominado Buraco Quente (23°3'24.70"S/ 43°58'37.85"W), nas
proximidades do Centro de Avaliagéo da Ilha da Marambaia (CADIM), Marinha do Brasil, e
em uma regido denominada Armacdao (23°2'59.84"S/ 43°57'16.02"W), ambas ao nivel do mar.
Na primeira localidade h& concentragdo de casas de moradores e arvores frutiferas nos
quintais, enquanto o segundo estava localizado em uma regido mais distante
(aproximadamente 2,4 Km de distancia do primeiro local), proxima a vegetacao de restinga,
sem moradores no local.

O PNT (22°55°S/43°11°W), instituido pelos decretos 50923/61 e 183/62, esté
localizado na cidade do Rio de Janeiro e representa um dos maiores parques urbanos do
mundo, com 32 km? de area (Costa & Yano, 1988; Freitas et al., 2006). Fazendo parte do
conjunto de montanhas do maci¢o da Tijuca, tem como ponto mais alto o Pico da Tijuca
(1021 m) e na vegetacdo secundaria predomina Floresta Ombrdfila Densa (Costa & Yano,
1988; Freitas & Carrijo, 2008; Dias & Netto, 2010). A média anual de temperatura € de 22°C,
geralmente variando de 19°C a 25°C (Dias & Netto, 2010). Neste local, as capturas ocorreram
na casa do  pesquisador  (22°57'19.34"S/43°17'08.91"W) e no  barracédo
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(22°57'13.64"S/43°16'58.83"W), local onde se concentram os trabalhadores do parque.
Ambos os locais estdo a aproximadamente 500 m acima do nivel do mar e tem 330 m de
distancia entre si.

O PARNASO (22°23°S/43°10°W), instituido pelo decreto 1.822/39, apresenta
aproximadamente 200 Km2 de area total, abrangendo quatro municipios do estado do Rio de
Janeiro: Petropolis, Magé, Guapimirim e Teresopolis (Guimaraes et al., 2009; Aximoff et al.,
2015). Os individuos capturados neste estudo sdo provenientes da &rea pertencente ao
municipio de Teresépolis. O parque concentra as maiores elevacdes da Serra do Mar, com
altitudes variando entre 200 e 2.263 m (Guimardes et al., 2009). Devido a sua localizacéo e
altitude, as temperaturas registradas sd@o geralmente mais baixas que a média do estado, com
média de 11°C no inverno (podendo atingir minima de 0°C) e de 24°C no verao (Bragagnolo
& Pinto-da-Rocha, 2003). Ha predominio de florestas tropicais até 2.000 m de altitude, e
acima disso ocorrem os campos de altitude (Bragagnolo & Pinto-da-Rocha, 2003). Essa
regido é considerada localidade tipo de S. n. nigritus (Rylands et al., 2005). As capturas dos
macacos-prego ocorreram na mata proxima a administracdo do parque (22°27'0.10"S/
42°59'8.83"W), onde se concentram as casas dos funcionarios, e esta a aproximadamente
1000 m acima do nivel do mar.

A RBPA (22°30°S/42°15’W), que apresenta aproximadamente 50 Km? de area, estd
localizada no municipio de Silva Jardim, e foi estabelecida pelo decreto 73.791/74 (Lima et
al., 2006; Pereira et al., 2008b). A regido apresenta relevo predominantemente de planicie
costeira, com pequenos morros que atingem 200 m (Carvalho et al., 2006). A RBPA
compreende um mosaico de formacdes vegetais, com predominancia de Floresta Ombrofila
Densa, e a temperatura média anual é de aproximadamente 24,5°C, com pico registrado de
28°C nos meses de janeiro e fevereiro (Pereira et al., 2008b). As capturas foram realizadas
sobre uma plataforma de bambu montada como uma mesa, utilizada em um trabalho de
conservacdo do mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia), a qual os macacos-prego
estavam acostumados a visitar. O local encontrava-se a aproximadamente 20 m da estrada
principal da reserva (22°32'2.82"S/42°18'19.37"W) e a aproximadamente 35 m acima do nivel
do mar.

2.1.2 Origem das amostras ex situ

O individuo oriundo de Guaratiba, zona oeste da cidade do Rio de Janeiro, estava
alocado no Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres (CRAS) da Universidade Estacio de
Sa& em Vargem Pequena, cidade do Rio de Janeiro. Segundo o Meédico Veterinario
responsavel, Dr. Jeferson Pires, o0 animal foi resgatado machucado e levado a instituicdo em
2016.

Os individuos oriundos das cidades de Sdo Paulo, Sdo José dos Campos, Paraibuna,
Campos do Jordao e S&o Sebastido, estado de Sdo Paulo, estavam alocados no CRAS da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), bairro de Urbanova, Sdo José dos Campos, Séo
Paulo. Segundo a Médica Veterinaria, Dr2. Hanna Kokubun, os animais foram resgatados por
Orgdos ambientais, tendo chegado ao CRAS/UNIVAP entre 2004 e 2018.

2.2  Metodologia de captura in situ, sedacao e identificacao individual

Os procedimentos para captura seguiram o descrito em Verona (2008) e Penedo
(2016), com adaptagdes. Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados
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pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biol6gicas e da
Salde da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sob o protocolo n°® 013/2018 e a
pesquisa foi autorizada junto ao Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO/ICMBIO0), sob 0 nimero 57417-6. Inicialmente foram identificados os locais com
maior frequéncia de grupos de macacos-prego, atraves dos relatos de moradores ou
trabalhadores das reservas e parques. Em seguida, eram feitas observacGes na regido com
mais relatos de avistamento. Identificados os locais mais propicios para captura, as armadilhas
(modelo Tomahawk, trés com as dimens6es 70x40x40 cm e duas com 115x45x45 cm; sendo
CxLxA), montadas sobre plataformas de bambu, foram suspensas com cordas (Figura 4) e
mantidas abertas e desarmadas com bananas no seu interior para habituacdo dos animais.
Diariamente, as bananas utilizadas como isca eram repostas. Ao se verificar que os individuos
estavam habituados, as armadilhas eram armadas para a captura as 6h e fechadas as 18h, caso
nenhum animal fosse capturado. No PARNASO, PNI e PNT, também foi utilizado o recurso
de busca ativa, levando-se as armadilhas no carro e percorrendo constantemente a area até a
visualizagdo dos grupos. No momento do avistamento, as armadilhas eram colocadas no chao
e armadas com bananas no gatilho para atrair os animais. Os esfor¢cos de captura variaram de
6 a 12 dias por trabalho de campo.
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Figura 4: Armadilha do tipo Tomahawk em plataforma de bambu suspensa com
auxilio de cordas, para habituacdo e captura de individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae). Foto: Diego M. Penedo.

Com os individuos capturados, as armadilhas, quando suspensas, foram trazidas ao
chdo cuidadosamente, sempre cobertas com pano preto, na tentativa de diminuir o estresse
provocado aos animais e levadas aos locais onde os procedimentos foram realizados.

Para a sedacdo, os animais de vida livre foram imobilizados no fundo da armadilha,
com auxilio de hastes de ferro presas em suportes de madeira (Figura 5). A contencdo quimica
foi realizada com os animais ainda nas armadilhas, administrando simultaneamente cloridrato
de cetamina e midazolam (15mg/Kg e 0,05 mg/Kg, respectivamente) via intramuscular
utilizando seringas de 3mL e agulha de 20 x 5,5mm, o que garante um periodo médio de
sedacdo de 30 min (Raposo et al., 2015). Apos constatado o efeito do sedativo, os animais
foram retirados das armadilhas e levados para mesa de procedimentos montada préximo ao
local de captura, ou ao laboratério, quando disponivel (por exemplo, no PARNASO e na
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RBPA). Todos os procedimentos de captura e sedacdo foram acompanhados pela Médica
Veterinaria Dr2. Denise M. Nogueira.

Figura 5: Procedimento de imobilizacdo dos individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) no fundo das armadilhas modelo Tomahawk com auxilio de hastes de
ferro presas em suportes de madeira para sedacao. Foto: Angelo F. Marzano.

Os procedimentos de imobilizacdo e sedacdo dos animais ex situ foram realizados
pelos Meédicos Veterinarios responsaveis de cada unidade, Dr. Jeferson Pires do
CRAS/Estécio de Sa e Dr2. Hanna Kokubun do CRAS/UNIVAP.

A identificacdo de 12 individuos da IM, capturados entre 2014 e 2016 (Penedo, 2016),
foi realizada com tatuagem na face interna da coxa esquerda, contendo nimero sequencial,
utilizando-se dermopigmentador Mei-Cha® portatil. Os demais individuos, tanto da IM
quanto das outras localidades in situ, foram identificados com microchip subcutaneo
(dimensdes: 2x12mm) na regido interescapular. Previamente a colocacdo do microchip, foi
verificada a ocorréncia de recaptura utilizando um leitor universal (Microchip Partners,
modelo PA100). A identificacdo por microchip dos animais de Sdo Paulo foi feita pela
prépria instituicdo e o individuo de Guaratiba ndo possuia identificagdo. Os dados referentes
aos individuos in situ, ex situ e 0s nimeros de registro dos exemplares do MNRJ constam no
anexo |.

2.3  Caracterizacao fenotipica e analises morfométricas

O registro das caracteristicas fenotipicas de pelagem foi feito com maquina fotografica
digital Sony Cyber-shot® de 14.1 megapixels, de corpo inteiro em dectbito ventral e dorsal,
além da cabeca, em detalhe. A disponibilidade de luz ambiente variou conforme o local,
sendo artificial com lampadas quando os procedimentos foram realizados em laboratorio,
CRAS ou MNRYJ, e natural quando a mesa de procedimentos era preparada em local préximo
ao da captura in situ.

Foram avaliadas as regides do corpo destacadas na figura 6, conforme as publicacdes
que ja descreveram os padrdes de pelagem em Sapajus e Cebus (Vieira, 1944; Silva Jr, 2001,
Fragaszy et al., 2004; Rylands et al., 2005), observando-se: a coloragdo da pelagem do dorso
(1), a presenca ou auséncia de faixa dorsal mais escura (1.1), a coloracdo do ventre (2), dos
membros (3), da cauda (4), do topo, parte posterior e laterais da cabeca (5) e da face (6), além
da presenca ou auséncia e o formato dos tufos de pelos no topo da cabeca (7).
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Figura 6: Regides do corpo observadas para analise do fenétipo de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae). Acima, cabeca em detalhe, decubito dorsal & esquerda e decubito
ventral a direita. Os nameros indicam: (1) dorso; (1.1) faixa dorsal; (2) ventre; (3) membros;
(4) cauda; (5) topo, parte posterior e laterais da cabeca; (6) face; (7) tufos de pelos no topo da

cabeca. llustracdo por Diego M. Penedo.

Foi adotada a terminologia usual utilizada em trabalhos que descrevem a pelagem das
espécies de Sapajus, empregando as cores preta, marrom, bege, amarela e branca, além das
tonalidades clara e escura (Vieira, 1944; Fragaszy et al., 2004; Rylands et al., 2005; Vieira &
Oliveira, 2014; Penedo, 2016), para possibilitar a comparacdo com o0s dados dos outros
autores. Os termos utilizados para denominar os dois padroes de pelagem observados, “preto”
e “marrom”, seguiram Vieira & Oliveira (2014), por ter sido o trabalho que descreveu uma
variacdo intrapopulacional da pelagem em S. nigritus. Nado foi empregada a variacdo
“brilhante”, utilizada por esses autores para o padrdo preto, por considera-la uma
caracteristica subjetiva.

De forma complementar, foi incluida a terminologia do atlas de cores publicado por
Ridgway (1912), visando representar de modo mais preciso a coloragéo dos presentes achados
fenotipicos. Esta Gltima terminologia sera apresentada entre parénteses, mantendo-se 0 nome

em inglés.
A faixa etaria dos individuos, como adulto, subadulto e jovem, para machos, e adulta e
jovem, para as fémeas, foram identificadas inicialmente em campo, considerando os critérios
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descritos por Izawa (1980) e MacKinnon (2013). A identificacdo do sexo foi feita pelo exame
da genitalia externa. As faixas etarias dos individuos de cativeiro foram informadas pelos
Médicos Veterinarios responsaveis de cada instituicdo e, em relacdo aos exemplares do
MNRJ, foi utilizada a descricéo da ficha individual.

Foram tomadas medidas de tamanho do corpo (topo da cabeca até a base da cauda)
com fita métrica (precisdo de 0,1 cm), de massa corporal, utilizando dinamodmetro digital de
50 Kg (precisdo de 10 g), e de tamanho do canino superior direito (da base até a ponta da
coroa do dente), com paquimetro analdgico (precisdo de 1 mm), para cada individuo in situ.
As medidas de todos os animais foram tomadas pelo mesmo pesquisador. N&o foram
incluidos nessas andlises os individuos ex situ e 0os exemplares do MNRJ.

Foi realizada analise de variancia (ANOVA) para avaliagdo de diferencas
significativas entre faixas etarias, comparando-se o tamanho do corpo, massa corporal e
tamanho do canino superior direito. Para todas as analises, foi realizado teste de comparacao
multipla de Tukey, confrontando cada média, de modo a verificar quais apresentavam
diferengas significativas. Foi utilizado o programa de analises estatisticas Minitab® (versao
19.2).

2.4  Retorno da sedacéo e soltura dos animais in situ

Apos o retorno completo dos reflexos e tdnus muscular, ainda dentro das armadilhas,
os animais foram alimentados e levados para a soltura nos mesmos locais onde haviam sido
capturados. Apds a soltura os animais foram observados para certificacdo de seu bem-estar.

3 RESULTADOS

Foram capturados 49 individuos de S. nigritus no estado do Rio de Janeiro, sendo
cinco (um macho e quatro fémeas) do PNI, 26 (18 machos e oito fémeas) da IM, quatro (trés
machos e uma fémea) do PNT, seis (trés machos e trés fémeas) do PARNASO e oito (seis
machos e duas fémeas) da RBPA. Foram analisados ainda, apenas quanto a pelagem: seis
individuos de cativeiro, sendo um (macho) de Gua, dois (machos) de SJC e SS e trés (fémeas)
de cSP, CJ e PB; e oito exemplares do estado do Rio de Janeiro depositados no MNRJ, sendo
trés (fémeas) de Paraty, um (macho) de Angra dos Reis, trés (machos) de Itatiaia e um
(fémea) de Teresopolis.

3.1  Analise de coloracdo da pelagem

Foram observados dois padrbes de pelagem dentre os individuos de ambos 0s sexos
amostrados nas localidades do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo, sendo o padrdo mais claro,
marrom; e 0 mais escuro, preto.

No padrdo marrom, os individuos apresentavam dorso marrom (brussels brown),
podendo ter os ombros e o terco superior dos bragos mais claros, de cor bege (apricot yellow),
ou da mesma cor que o dorso. O capuz (topo e parte posterior da cabeca), antebragco, membros
inferiores e cauda eram pretos, contrastantes com o dorso (Figura 7A). O ventre variou em
tons de amarelo, podendo ser um pouco mais claro (lemon chrome) ou mais escuro (sulphine
yellow - Figura 7B). Este padrdo foi observado em 37 individuos, sendo 22 da IM (sete
machos adultos, trés machos subadultos, quatro machos jovens, cinco fémeas adultas e trés
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fémeas jovens), todos os quatro individuos do PNT (dois machos adultos, uma fémea adulta e
um macho subadulto), trés do PARNASO (um macho adulto e duas fémeas jovens), quatro da
RBPA (dois machos adultos, um macho subadulto e uma fémea adulta), um de Gua (macho
jovem), um de cSP (fémea jovem), um de PB (fémea jovem) e um de SS (macho jovem).
Apresentaram faixa dorsal de pelos discretamente mais escura, estendendo-se do capuz até a
base da cauda, seis individuos jovens, de ambos 0s sexos, da IM e um macho subadulto da
RBPA (Figura 7C).

Figura 7: Padrdo de pelagem marrom, observado em 37 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de localidades dos estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo. (A) dorso
marrom, podendo ter os ombros e ter¢o superior dos bragos mais claros, na cor bege. Capuz
(topo e parte posterior da cabeca), antebraco, membros inferiores e cauda pretos, contrastantes
com o dorso; (B) ventre variando em tons de amarelo, mais claro ou mais escuro. Em (A) e
(B), da esquerda para direita: IM, PNT, PARNASO, RBPA e cSP. A direita estdo
representados os extremos da variacdo do padrdo no dorso e no ventre (apricot yellow e
brussels brown em A e lemon chrome e sulphine yellow em B), segundo o atlas de cores
publicado por Ridgway (1912); (C) faixa dorsal para jovens da IM (quatro primeiros) e um
subadulto da RBPA (direita). Identificacdo individual (ver anexo I), em (A) e (B), da esquerda
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para direita: IMO1, PNT04, PNSO06, RBPAO6 e cSP01; (C): IMO02, IMO05, IM12, IM23 e
RBPAO03. Fotos: Diego M. Penedo.

O padréo preto variou entre 0 marrom-escuro (raw umber) e o preto, cobrindo todo o
dorso e parte superior dos bracos dos animais, com pouca ou nenhuma distin¢éo para o capuz,
antebraco, membros inferiores e cauda (Figura 8A). O ventre variou entre 0 marrom (medal
bronze) e o preto (Figura 8B). Esse padrdo foi observado em 26 individuos, sendo quatro da
IM (trés machos adultos e um macho subadulto), todos os cinco do PNI (um macho jovem,
trés fémeas adultas e uma fémea jovem), trés do PARNASO (um macho subadulto, um macho
jovem e uma fémea jovem), quatro da RBPA (dois machos adultos, uma fémea adulta e um
macho jovem), um (macho adulto) de SJC e um (fémea adulta) de CJ, além dos oito
individuos amostrados no MNRJ, sendo trés (fémeas adultas) de Paraty, um (macho adulto)
de Angra dos Reis, trés (machos jovens) de Itatiaia e um (fémea adulta) de Teresopolis
(Figura 8C).

!

Figura 8: Padrdo de pelagem preto, observado em 26 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de localidades dos estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo. (A) dorso
marrom-escuro a preto, com pouca ou nenhuma distingdo para o capuz, antebrago, membros e
cauda. (B) ventre marrom ao preto. Em (A) e (B), da esquerda para direita: IM, PNI,
PARNASO, RBPA e SJC. A direita estdo representados os extremos da variacdo deste padrio
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no dorso e no ventre (raw umber e preto em A e medal bronze e preto em B), segundo o atlas
de cores publicado por Ridgway (1912); (C) exemplares do MNRJ, a partir da esquerda:
Angra dos Reis (dorso e ventre), Itatiaia (dorso e ventre), Paraty (pele aberta) e Teresopolis
(pele aberta). Identificacdo individual (ver anexo I), em (A) e (B), da esquerda para direita:
IM04, PNI04, PNSO03, RBPA02 e SJCO01; em (C): MNARO1 (dorso e ventre), MNITO1
(dorso e ventre), MNPT02 e MNTEOL. Fotos: Diego M. Penedo.

Independente da faixa etaria, sexo e localizagdo geogréfica, todos os individuos
apresentaram o0 capuz preto se estendendo para as laterais da face, como costeletas.
Internamente ao pelo preto, a face era contornada por pelagem branca a amarela (lemon
chrome) nas témporas, bochechas e queixo (Figura 9).

Figura 9: Padrao de coloracdo de pelagem da cabeca e face em individuos de Sapajus
nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de localidades dos estados do Rio de Janeiro e de Séo Paulo. O
capuz preto do topo da cabeca estende-se para as laterais da face, como costeletas.
Internamente ao pelo preto, face contornada por pelagem branca a amarela (lemon chrome)
nas témporas, bochechas e queixo. Individuos de frente e perfil. Estdo representados
individuos das localidades: (A) IM; (B) PNI; (C) PARNASO; (D) PNT; (E) RBPA; (F) SS. A
direita estdo representadas as cores observadas (branco, lemon chrome e preto), segundo o
atlas de cores publicado por Ridgway (1912). Identificacdo individual (ver anexo I): (A) IM15
e IMO5; (B) PNIO1 e PNI04; (C) PNSO6 e PNSOO04; (D) PNT02 e PNTO1; (E) RBPAOS e
RBPAO0S; (F) SS01. Fotos: Diego M. Penedo.

Foram observados trés tipos de tufos de pelos no topo da cabeca. Os pelos eram
voltados para os lados (Figura 10A) em 24 individuos, sendo 13 da IM (oito machos adultos,
duas fémeas adultas e trés machos subadultos), uma fémea adulta do PNI, dois individuos do
PNT (um macho adulto e uma fémea adulta), um macho adulto do PARNASO, seis
individuos da RBPA (quatro machos adultos e duas fémeas adultas) e um macho adulto de
Angra dos Reis (MNRJ). Em sete individuos, os tufos eram eretos e bipartidos (Figura 10B),
sendo trés fémeas adultas da IM, um macho adulto do PNT, um macho adulto de SJC, uma
fémea adulta de CJ e uma fémea adulta de Paraty (MNRJ). Outros sete individuos
apresentaram tufos eretos sem divisdo (Figura 10C), sendo dois machos adultos da IM, duas
fémeas adultas do PNI, duas fémeas adultas de Paraty (MNRJ) e uma fémea adulta de
Teresopolis (MNRJ). Néo apresentaram tufos (Figura 10D) 25 individuos, correspondendo a
oito da IM (quatro machos jovens, trés fémeas jovens e um macho subadulto), dois do PNI
(um macho jovem e uma fémea jovem), um macho subadulto do PNT, cinco individuos do
PARNASO (um macho subadulto, trés fémeas jovens e um macho jovem), dois individuos da
RBPA (um macho subadulto e um macho jovem), um macho jovem de Gua, uma fémea
jovem de PB, uma fémea jovem de cSP, um macho jovem de SS e trés machos jovens de
Itatiaia (MNRJ).
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Figura 10: Formas dos tufos de pelos no topo da cabeca dos individuos de Sapajus
nigritus (Platyrrhini, Cebidae) estudados. (A) tufos voltados para os lados; (B) tufos eretos
bipartidos; (C) tufos eretos sem diviséo; (D) sem tufos. Identificacdo individual (ver anexo I):
(A) IM10; (B) IMO08; (C) PNTO03; (D) PNSOO05. Fotos: Diego M. Penedo.

3.2  Dados morfométricos para classificacdo em faixas etarias

Foram tomadas as medidas de comprimento do corpo e massa corporal nos 49
individuos in situ. O tamanho do canino superior direito foi medido em 47 individuos, ndo
sendo possivel a medicdo em uma fémea adulta do PNI e um macho subadulto da RBPA,
devido a rapida absorcdo do sedativo e retorno dos reflexos dos animais antes do esperado.

Os individuos foram agrupados em cinco categorias, associando as faixas etarias com
0 sexo, previamente identificados: macho adulto (MA), fémea adulta (FA), macho subadulto
(MSA), macho jovem (MJ) e fémea jovem (FJ).

3.2.1 Comprimento do corpo

Os machos adultos apresentaram o0 maior comprimento médio do corpo, de
aproximadamente 40 cm, seguidos pelos machos subadultos (37 cm) e fémeas adultas (aprox.
35 cm). A média das fémeas jovens foi a menor observada (aprox. 33 cm), seguida pelos
machos jovens (aprox. 34 cm — Tabela 2).

Tabela 2: Médias de comprimento do corpo de 49 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) amostrados em cinco populacdes no estado do Rio de Janeiro,
agrupados em cinco categorias de acordo com 0 sexo e a faixa.

Sexo/Faixa etéria n X (cm) DP IC 95%
MA 17 40,235 2,488 39,042; 41,428
FA 11 35,091 1,868 33,608, 36,574
MSA 7 37,00 1,915 35,141; 38,859
MJ 7 34,21 3,89  32,36; 36,07
FJ 7 32,929 1,592 31,069; 34,788

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem; n — nimero amostral; X — média; cm — centimetro; DP — desvio padréo; IC —
intervalo de confianga.

Pela representacdo das medias de comprimento do corpo dos 49 individuos estudados
de S. nigritus no gréfico em boxplot (Figura 11), pode ser observada a diferenga dos MA em
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relacdo as outras categorias e a presen¢a de dois individuos outliers (um MA da IM e um
MSA da RBPA), com medidas discrepantes em relacdo aos demais, identificados por
asteriscos (*).
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Figura 11: Médias de comprimento do corpo de 49 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de cinco populacbes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco
categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria. As delimitagdes das caixas representam a
distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; os tracos acima e abaixo das
caixas 0s outros 50% das amostras; 0s circulos representam as médias; * outlier. FA — fémea
adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho subadulto.

A andlise de variancia considerando as médias de cada categoria, ao nivel de
significancia de 5%, demonstrou que ha diferenca significativa (P = 0,000) em pelo menos
uma das médias. As comparacbes emparelhadas de Tukey, que confrontam cada média,
evidenciaram que os machos adultos podem ser diferenciados, apresentando o maior
comprimento do corpo, em relacdo as demais faixas etdrias. Machos subadultos, machos
jovens e fémeas adultas ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo a esta variavel,
da mesma forma que machos jovens, fémeas adultas e fémeas jovens (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise de variancia e comparacdo de médias de comprimento do corpo por
categoria (sexo/faixa etaria) de individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de cinco
populacdes do estado do Rio de Janeiro.

ANOVA Comparac6es emparelhadas de Tukey
Valor F Valor P Sexo/Faixa etaria Grupamentos
16,13 0,000 MA A
MSA B
FA B C
MJ B C
FJ C

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem. Para as comparacOes emparelhadas de Tukey, médias que ndo compartilham
uma letra sdo significativamente diferentes.
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As duas médias de tamanho corporal outliers, observadas no gréfico boxplot (Figura
14), foram excluidas e as analises foram refeitas, para verificar os resultados sem esses
valores discrepantes (Tabela 4, Figura 12).

Tabela 4: Médias de comprimento do corpo de 47 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) amostrados em cinco populagcbes no estado do Rio de Janeiro,
agrupadas em categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria, excluindo dois outliers.

Sexo/Faixa etdria  n X (cm) DP IC 95%
MA 16 40,688 1,702 39,621, 41,754
FA 11 35091 1,868 33,608; 36,574
MSA 6 37,667 0,816 35,924; 39,409
MJ 7 34,21 3,89  32,36; 36,07
FJ 7 32,929 1,592 31,069; 34,788

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem; n — ndmero amostral; X — média; cm — centimetro; DP — desvio padréo; IC —
intervalo de confianca.
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Figura 12: Médias de comprimento do corpo de 47 individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de cinco populacbes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco
categorias de acordo com 0 sexo e a faixa etaria, excluindo-se outliers. As delimitacGes das
caixas representam a distribuicdo de 50% das amostras; o trago interno, a mediana; os tracos
acima e abaixo das caixas 0s outros 50% das amostras; 0s circulos representam as médias; FA
— fémea adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho
subadulto.

A anédlise de variancia considerando as médias de cada categoria ao nivel de
significancia de 5%, e excluindo os outliers, demonstrou haver diferenca significativa (P =
0,000) em pelo menos uma das médias. As comparagfes emparelhadas de Tukey
demonstraram novamente que 0s machos adultos diferem das demais categorias e que fémeas
adultas, machos jovens e fémeas jovens ndo podem ser discriminados considerando o
comprimento do corpo, assim como machos subadultos e fémeas adultas. Entretanto, ao serem
removidos os outliers, foi possivel diferenciar machos subadultos de machos jovens (Tabela
5).
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Tabela 5: Analise de variancia e comparacdo de medias de comprimento do corpo por
categoria (sexo/faixa etaria) de individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de cinco
populagdes do estado do Rio de Janeiro, excluindo-se outliers.

ANOVA Comparac6es emparelhadas de Tukey
Valor F Valor P Sexo/Faixa etaria Grupamentos
24,03 0,000 MA A
MSA B
FA B C
MJ C
FJ C

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem. Para as comparacOes emparelhadas de Tukey, médias que ndo compartilham
uma letra sdo significativamente diferentes.

3.2.2 Massa corporal

Os machos adultos, assim como para comprimento do corpo, apresentaram a maior
média de massa corporal (aprox. 3,6 Kg), com diferenca de quase 1 Kg para a média das
fémeas adultas e dos machos subadultos (aprox. 2,65 Kg, cada). Fémeas e machos jovens
apresentaram médias de massa corporal praticamente iguais (aprox. 1,94 Kg - Tabela 6).

Tabela 6: Médias de massa corporal de 49 individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) amostrados em cinco populag¢bes no estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco
categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria.

Sexo/Faixa etdria  n X (Kg) DP IC 95%
MA 17 3,569 0,419  3,340; 3,799
FA 11 2,690 0,566  2,405; 2,975
MSA 7 2,633 0,439  2,276; 2,990
MJ 7 1,936 0,350  1,579; 2,293
FJ 7 1,954 0,541 1,597; 2,311

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem; n — nimero amostral; X — média; cm — centimetro; DP — desvio padréo; IC —
intervalo de confianca.

Na representacdo das médias de massa corporal dos 49 individuos estudados de S.
nigritus através do grafico em boxplot (Figura 13), pode ser observada, assim como para 0
comprimento do corpo, diferenca dos MA em relacao as outras categorias e a presenca de dois
individuos outliers (um MA e um MJ, ambos da IM).
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Figura 13: Médias de massa corporal de 49 individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) de cinco populagdes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco categorias de
acordo com o sexo e a faixa etéria. As delimitacGes das caixas representam a distribuicdo de
50% das amostras; o traco interno, a mediana; 0s tracos acima e abaixo das caixas 0s outros
50% das amostras; os circulos representam as médias; * outlier. FA — fémea adulta; FJ —
fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho subadulto.

A andlise de variancia considerando as medias de cada categoria, ao nivel de
significancia de 5%, demonstrou diferenca significativa (P = 0,000) em pelo menos uma das
médias de massa corporal. As comparacdes emparelhadas de Tukey demonstraram, assim
como para comprimento do corpo, que os machos adultos podem ser diferenciados das demais
categorias. Machos subadultos e fémeas adultas ndo apresentaram diferenca significativa
nesta variavel, da mesma forma que machos subadultos, machos jovens e fémeas jovens.
Diferente do comprimento do corpo, fémeas adultas e jovens puderam separadas (Tabela 7).

Tabela 7: Anélise de variancia e comparacdo de médias de massa corporal por
categoria (sexo/faixa etaria) de individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de cinco
populagdes do estado do Rio de Janeiro.

ANOVA Comparac6es emparelhadas de Tukey
Valor F Valor P Sexo/Faixa etaria Grupamentos
23,44 0,000 MA A
FA B
MSA B C
MJ C
FJ C

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem. Para as comparacOes emparelhadas de Tukey, médias que ndo compartilham
uma letra sdo significativamente diferentes.

Assim como foi observado para o comprimento do corpo, as duas médias outliers,
identificadas no gréafico boxplot (Figura 13), podem ter sido decorrentes de individuos
erroneamente classificados ou que simplesmente apresentaram valores extremos dentro das
faixas etarias. As analises foram refeitas, desconsiderando os outliers, para verificar os
resultados sem esses valores discrepantes (Tabela 8, Figura 14).
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Tabela 8: Médias de massa corporal de 47 individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) amostrados em cinco populacbes no estado do Rio de Janeiro, agrupadas em
categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria, excluindo dois outliers.

Sexo/Faixa etdria  n X (Kg) DP IC 95%
MA 16 3,6450 0,2899 3,4307; 3,8593
FA 11 2,690 0,566  2,432; 2,948
MSA 7 2,633 0,439  2,309; 2,957
MJ 6 2,0483  0,2004 1,6984; 2,3983
FJ 7 1,954 0,541 1,630, 2,278

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem; n — nimero amostral; X — média; cm — centimetro; DP — desvio padréo; IC —
intervalo de confianca.
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Figura 14: Médias de massa corporal de 47 individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini,
Cebidae) de cinco populagdes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas em cinco categorias de
acordo com o sexo e a faixa etaria, excluindo-se outliers. As delimitacGes das caixas
representam a distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; 0s tracos acima e
abaixo das caixas 0s outros 50% das amostras; os circulos representam as médias; FA — fémea
adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA — macho subadulto.

A analise de variancia considerando as médias de cada categoria, ao nivel de
significancia de 5%, e excluindo os outliers, demonstrou que ha diferenca significativa (P =
0,000) em pelo menos uma das medias. As comparacdes emparelhadas de Tukey
demonstraram que machos subadultos de machos jovens continuaram ndo sendo separados,
mas as fémeas jovens foram diferenciadas de machos subadultos, embora n&o de machos
jovens (Tabela 9).

26



Tabela 9: Andlise de variancia e comparacdo de médias de massa corporal por
categoria (sexo/faixa etaria) de individuos de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de cinco
populagdes do estado do Rio de Janeiro, excluindo-se outliers.

ANOVA Comparac6es emparelhadas de Tukey
Valor F Valor P Sexo/Faixa etéria Grupamentos
27,90 0,000 MA A
FA B
MSA B C
MJ C D
FJ D

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem. Para as comparacOes emparelhadas de Tukey, médias que ndo compartilham
uma letra sdo significativamente diferentes.

3.2.3 Tamanho do canino superior direito

Foram excluidos destas andlises dois individuos (uma fémea adulta do PNI e um
macho subadulto da RBPA), devido a impossibilidade em medir o canino, uma vez que 0s
individuos estavam retornando da sedacdo, havendo risco de acidente por mordida.

Assim como para as outras duas medidas morfométricas, os machos adultos
apresentaram a maior média de tamanho do canino superior direito (aprox. 1,5 cm), seguidos
dos machos subadultos (aprox. 1,3 cm) e fémeas adultas (aprox. 0,93 cm). As menores médias
foram para os jovens, sendo de aproximadamente 0,73 cm para fémeas e de 0,63 cm para 0s
machos (Tabela 10).

Tabela 10: Médias de tamanho do canino superior direito de 47 individuos de Sapajus
nigritus (Platyrrhini, Cebidae) amostrados em cinco populagdes no estado do Rio de Janeiro,
agrupadas em cinco categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria.

Sexo/Faixa etdria  n X (cm) DP IC 95%
MA 17 1,5088 0,1292 1,4362; 1,5815
FA 10 0,9310 0,0617 0,8363; 1,0257
MSA 7 1,3014 0,2611 1,1882;1,4147
MJ 6 0,6367 0,0638 0,5144; 0,7590
FJ 7 0,7343  0,1803 0,6210; 0,8475

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem; n — nimero amostral; X — média; cm — centimetro; DP — desvio padréo; IC —
intervalo de confianca.

Pela representacdo das médias de tamanho do canino superior direito dos 47
individuos estudados de S. nigritus no grafico em boxplot (Figura 15), pode ser observada
diferenga dos MA e MSA em relacdo as outras categorias, além da presenca de um outlier
(um MSA do PARNASO).
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Figura 15: Médias de tamanho do canino superior direito de 47 individuos de Sapajus
nigritus (Platyrrhini, Cebidae) de cinco populacBes do estado do Rio de Janeiro, agrupadas
em cinco categorias de acordo com o sexo e a faixa etaria. As delimitagBes das caixas
representam a distribuicdo de 50% das amostras; o traco interno, a mediana; 0s tracos acima e
abaixo das caixas 0s outros 50% das amostras; os circulos representam as médias; * outlier.
FA — fémea adulta; FJ — fémea jovem; MA — macho adulto; MJ — macho jovem; MSA —
macho subadulto.

A andlise de variancia considerando as medias de cada categoria, ao nivel de
significancia de 5%, demonstrou que ha diferenca significativa (P = 0,000) em pelo menos
uma das médias de tamanho do canino superior direito. As comparacGes emparelhadas de
Tukey demonstraram, assim como para as demais medidas, que 0s machos adultos podem ser
diferenciados de todas as demais categorias. Embora o gréfico boxplot (Figura 15) tenha
apresentado um macho subadulto como outlier, essa categoria também foi diferenciada de
todas as demais, ndo sendo necessario refazer as analises. Fémeas adultas e fémeas jovens ndo
apresentaram diferenca significativa, da mesma forma que machos e fémeas jovens (Tabela
11).

Tabela 11: Andlise de variancia e comparacdo de médias de tamanho do canino
superior direito por categoria (sexo/faixa etaria) de individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) de cinco populagdes do estado do Rio de Janeiro.

ANOVA ComparacOes emparelhadas de Tukey
Valor F Valor P Sexo/Faixa etaria Grupamentos
63,50 0,000 MA A
MSA B
FA C
FJ C D
MJ D

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem. Para as comparacOes emparelhadas de Tukey, médias que ndo compartilham
uma letra sdo significativamente diferentes.

Os valores de F, obtidos através das analises de variancia, demonstram o grau de
variabilidade dentro dos grupos. Ou seja, quanto maior é o valor, menor é a variagdo dentro de
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cada categoria e maior é a influéncia das médias. Desconsiderando os calculos com outliers,
os valores de F para comprimento do corpo e de massa corporal foram préximos (24,03 e
27,90, respectivamente) e do tamanho do canino superior direito foi maior do que o dobro
destes (63,50).

Analisando as compara¢des emparelhadas de Tukey em conjunto, excluidos os
outliers, foi possivel identificar que as trés variaveis morfométricas propostas se
complementam na separacao de todas as faixas etarias de cada sexo (Tabela 12).

Tabela 12: Associacdo das comparacfes emparelhadas de Tukey para as variaveis
morfométricas comprimento do corpo, massa corporal e tamanho do canino superior direito
de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae). Em destaque, as variaveis que permitiram a
separacao de todas as faixas etarias em cada categoria.

Tamanho do canino

Comprimento do corpo Massa corporal . L
superior direito

Sexo/Faixa
etaria

MSA
MJ

Sexo/Faixa
etaria

MA — macho adulto; FA — fémea adulta; MSA — macho subadulto; MJ — macho jovem; FJ —
fémea jovem. ¢ diferenca estatisticamente significativa entre as categorias; — ndo diferem
estatisticamente entre as categorias.

4 DISCUSSAO

4.1  Analise fenotipica

A coloracdo observada na pelagem de todos os individuos estudados corresponde ao
descrito para S. n. nigritus (Vieira, 1944; Groves, 2001a; Fragaszy et al., 2004; Rylands et al.,
2005), conforme o esperado nas localidades amostradas, onde somente esta subespécie de
Sapajus ocorre.

As variagdes interpopulacionais observadas condizem, em parte, com o descrito por
Silva Jr (2001) nas distribui¢fes ao norte e ao sul do Rio Paraiba do Sul. Nos oito individuos
de Itatiaia, a unica localidade amostrada ao norte desse rio, a regido anterior dos membros
marrom-enegrecida, descrita como predominante nessa area de distribuicdo, foi observada em
todos os individuos amostrados. Também foi predominante a ocorréncia de tufos de pelos
eretos no topo da cabeca, conforme o esperado. Entretanto, a coloragdo do ventre
avermelhada, descrita como predominante nas populac6es acima do Rio Paraiba do Sul, ndo
foi observada em nenhum dos individuos.

As caracteristicas descritas como predominantes nas populacdes ao sul do Rio Paraiba
do Sul, como regido proximal dos membros anteriores preta e ventre marrom-enegrecido
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(Silva Jr, 2001), foram observadas em apenas 18 individuos, sendo 11 de vida livre (1M,
PARNASO, RBPA), dois amostrados ex situ, oriundos de SJC e CJ, e cinco exemplares do
MNRJ, de Paraty, Angra dos Reis e Teresépolis. Os demais 37 individuos dessa regido ndo
apresentavam essas caracteristicas. Os tufos descritos como voltados para frente e para os
lados, como a forma predominante ao sul do Rio Paraiba do Sul (Silva Jr, 2001), ndo foram
observados, tendo sido identificados em predominancia (23 individuos) voltados para os
lados, somente, mas ndo para frente.

A variacdo intrapopulacional observada nos individuos da IM, que representam o
maior numero amostral, j& havia sido descrita com base em 12 individuos, tendo sido
identificados 10 com padrdo marrom e dois com padréo preto (Penedo, 2016). Neste trabalho,
incluindo mais 14 individuos desta localidade, 22 (84,6%) apresentaram o padrdo marrom e
quatro (15,4%), o preto. No PARNASO e na RBPA, apesar do pequeno niumero amostral (seis
e oito, respectivamente), também foram identificadas ambos os padrGes de pelagem,
proporcionais dentro de cada amostra.

A variacdo da coloragdo da pelagem descrita em uma populacdo do estado de S&o
Paulo (Vieira & Oliveira, 2014) provavelmente se deu para S. n. cucullatus, devido a
localizacdo da cidade de Presidente Prudente, ao sudoeste do estado, préxima a divisa com
Mato Grosso do Sul e Parana. O tom avermelhado no dorso e no ventre, descrito nos
espécimes estudados nesta populacdo com padrdo marrom (Vieira & Oliveira, 2014) n&o foi
observado nos 37 individuos analisados no estado do Rio de Janeiro e regido leste do estado
de S&o Paulo (area de distribui¢do de S. n. nigritus), com o mesmo padrdo. Em relacdo aos 26
individuos identificados com padrdo preto, ndo foram observados pelos brancos no ventre,
como descrito na populagéo de S. n. cucullatus em S&o Paulo (Vieira & Oliveira, 2014). Essas
variacdes provavelmente correspondem a caracteristicas distintas entre as subespécies.

Dentre as localidades amostradas, o padrédo preto foi o Unico em Itatiaia (PNI e MNRJ)
e regido Sul do estado (Paraty e Angra dos Reis), indicando uma predominéncia desse padrédo
a oeste, principalmente se associado ao descrito para a populacdo de Sdo Paulo, onde
predominou 0 mesmo padrdo (Vieira & Oliveira, 2014). Comparadas a estas, em algumas
localidades situadas a leste da regido amostrada, foi observada a predominancia do padréo
marrom, correspondendo a 84,6% na IM (22 dentre 26), a 100% no PNT (quatro individuos) e
no unico individuo oriundo de Gua. A associa¢do do predominio do padrdo preto na pelagem
dos individuos das localidades amostradas a oeste do estado do Rio de Janeiro e da populagéo
de Séo Paulo (Vieira & Oliveira, 2014), com o padrdo marrom predominante em algumas das
localidades amostradas a leste, indica uma possivel correspondéncia com a transi¢do gradual
descrita na distribuicdo de S. nigritus (Van Roosmalen & Van Roosmalen, 2016). A transicdo
na predominancia dos padrdes de pelagem de S. nigritus na regido entre Sdo Paulo e Rio de
Janeiro pode indicar a area amostrada como o limite entre os padrdes preto e marrom,
associado a area de descontinuidade filogeogréafica ja& demonstrada na diversidade de outras
espécies animais (Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Carnaval et al., 2009; Martins
et al., 2009), ndo estando necessariamente associado as subespécies.

As amostras obtidas no PARNASO, na RBPA e ex situ, em cidades de S&o Paulo,
embora tenham demonstrado a ocorréncia de ambos os padrdes nessas areas, ndo contribuiram
para avaliacdo da distribuicdo dos padrGes preto e marrom, uma vez que estes foram
observados em proporgdes semelhantes. Um maior esfor¢co amostral nestas e em outras
localidades na distribuicdo entre S&o Paulo e Rio de Janeiro € necessario para se avaliar a
manutencdo do padréo esperado.

A presenca de faixa dorsal mais escura foi confirmada como uma caracteristica
inerente a faixa etéria, observada em seis (dentre sete) individuos jovens da IM e um
30



subadulto da RBPA. Individuos jovens de muitas espécies de primatas possuem pelagem com
coloracdo distinta dos adultos (Mundy & Kelly, 2003), o que pode proporcionar uma maior
visibilidade e favorecer o monitoramento pelos pais (Sumner & Mollon, 2003). Em
populacdes de S. nigritus na planicie costeira entre 0 Rio Grande do Sul e Santa Catarina
(provavelmente S. n. cucullatus devido a distribuicdo geogréfica) também foi verificada
variacdo na coloracdo da pelagem de jovens, sendo o peito e dorso descritos com coloracédo
mais avermelhada ou amarelada, embora ndo seja mencionada a presenca de faixa dorsal
(Goncalves, 2006).

As formas dos tufos, eretos e os voltados para os lados, observadas nos individuos
estudados, se enquadram naquelas descritas para S. nigritus, mas ndo foram identificados
tufos voltados para frente (Silva Jr, 2001; Fragaszy et al., 2004; Vieira & Oliveira, 2014). A
auséncia de tufos em todos os individuos jovens (21) e em quatro machos subadultos indica
ser essa mais uma caracteristica relacionada a faixa etaria, conforme descrito por Vieira
(1944).

A descricdo de cores em primatas tem sido feita de forma subjetiva sem a utilizagédo de
um padrdo com denominacdo mais precisa, o que dificulta a comparacdo entre estudos e o
entendimento a respeito de sua variacdo. A padronizacdo da nomenclatura de cores, utilizando
a paleta publicada por Ridgway (1912), pode minimizar a subjetividade na comparacao entre
trabalhos que descrevam a pelagem de primatas, como ja é feito em outros mamiferos (ex.
Diaz et al., 2002; Hutterer et al., 2009; Moratelli & Wilson, 2011; Neves et al., 2014; Novaes
etal., 2017).

4.2  Analises morfométricas para classificagdo em faixas etarias

A média de comprimento do corpo de individuos de S. nigritus oriundos das
populacgdes estudadas do estado do Rio de Janeiro possibilitou diferenciar os machos adultos
dos demais, mas ndo os subadultos dos jovens, assim como ndo foi possivel diferenciar
fémeas adultas de fémeas jovens. Apds a exclusao dos outliers, presentes nas categorias MA e
MSA, houve diferenca significativa para todas as faixas etarias pré-estabelecidas para os
machos, mas FA e FJ continuaram sem diferenciacao.

Em relacdo as médias de massa corporal, novamente MA pode ser diferenciada, com
significancia estatistica, das demais categorias, com MSA e MJ sem diferenciacdo. Fémeas
adultas e jovens, diferente do encontrado pelas médias de comprimento do corpo, puderam ser
diferenciadas com significancia estatistica. Mesmo ap06s a exclusdo dos outliers, presentes nas
categorias MA e MJ, ndo foi possivel diferenciar MSA de MJ.

Analisando separadamente, ambas as medidas ndo foram eficientes para diferenciagéo,
com significancia estatistica, de todas as faixas etarias de cada sexo. Entretanto, se
observarmos em conjunto os resultados obtidos pelas médias de tamanho do corpo e massa
corporal, é possivel diferenciar todas as faixas etarias de um mesmo sexo. Aquelas categorias
indistinguiveis através dessas médias, como MJ de FJ e MSA de FA, podem ser facilmente
discriminadas através da andlise da genitalia externa.

A terceira caracteristica morfoldgica analisada, tamanho do canino superior direito,
demonstrou desempenho semelhante ao obtido com comprimento do corpo, possibilitando
diferenciar as trés faixas etarias dos machos, mas ndo as duas das fémeas. Essa caracteristica,
entretanto, teve valor do teste F, obtido pela analise de variancia, maior do que o dobro (=
63,50) daqueles obtidos com comprimento do corpo (= 24,03) e massa corporal (= 27,90),
indicando agrupamentos mais concisos, correspondendo a uma variavel morfolégica mais
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precisa na separacdo das faixas etarias dos machos de S. nigritus. Assim como as demais
varidveis analisadas, esta ndo pode ser considerada isoladamente na classificacdo de faixas
etarias em ambos 0s sexos de S. nigritus, mas sua analise em conjunto com comprimento do
corpo e massa corporal torna mais robustos os resultados.

Os valores médios de comprimento do corpo de MA (40,688+1,702) e FA
(35,091+1,868) estdo dentro do esperado para S. nigritus (38 a 56 cm e 34 a 48 cm,
respectivamente), assim como as médias de massa corporal (MA = 3,645+0,289 e FA =
2,690+0,566) estdo proximas aquelas (3,25 e 2,30Kg, respectivamente) descritas para esta
espécie (Aguiar, 2006; Silveira et al., 2008; Martins et al., 2015a). A diferenciacdo entre MA
e FA, bem definida para essas variaveis, assim como para o tamanho do canino, reforca o
dimorfismo sexual j& demonstrado para S. nigritus em um estudo com exemplares do Museu
Argentino de Ciéncias Naturais e do Museu de La Plata, oriundos da Regido de Misiones,
Argentina, utilizando médias de medidas craniais (Aristide et al., 2013).

A diferenca significativa entre FA e FJ, apenas em relacdo a massa corporal, pode
estar relacionada a uma correlagdo positiva desta caracteristica com a atividade reprodutiva e
parece ser comum em algumas espécies de primatas (Richard et al., 2000), uma vez que
fémeas adultas tém elevados custos energéticos com gestacgdo e lactacdo (Key & Ross, 1999).
Seguindo essa tendéncia, a fase adulta para as fémeas de S. nigritus pode ser demarcada pelo
ganho de massa corporal apds o crescimento do corpo, visto ndo ter sido observada diferenca
entre FA e FJ quanto a esta ultima variavel.

Os valores outliers, observados para os machos nas trés varidveis estudadas e que
influenciaram nos resultados de comprimento do corpo para diferenciar estatisticamente as
trés faixas etéarias deste sexo, podem indicar individuos erroneamente identificados com base
nas caracteristicas utilizadas para classificacdo inicial em campo (lzawa, 1980; MacKinnon,
2013) ou apenas representarem individuos com valores extremos em uma curva de
distribuicdo normal de amostras.

5 CONCLUSOES

A predominancia dos padrGes de pelagem preto, ao oeste, e marrom, ao leste, na
distribuicdo de Sapajus nigritus entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro, parecem corresponder a
transicdo na coloracdo da pelagem descrita para a espécie (Van Roosmalen & Van
Roosmalen, 2016), tendo seu limite nesta regiéo.

A variagdo na predominancia dos padrBes de pelagem ndo parece estar associada as
subespeécies, mas sim corresponder a area de descontinuidade filogeogréafica, decorrente de
reflgios florestais, descrita na diversidade de espécies animais na regido de Séo Paulo.

O predominio em algumas caracteristicas de pelagem ao norte do Rio Paraiba do Sul
(Silva Jr, 2001) foram confirmadas nos individuos de Itatiaia, mas ndo aquelas descritas com
predominancia ao sul deste rio, onde houve maior amostragem neste estudo.

A auséncia de tufos de pelos na cabeca e a presenga de faixa dorsal mais escura foram
caracteristicas observadas predominantemente nos jovens de S. nigritus e confirmam a
importancia do seu uso na classificacdo das faixas etérias, principalmente em estudos
fundamentados em observacéo, ou seja, sem a captura dos primatas.
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Somente machos adultos puderam ser diferenciados, com significancia estatistica, das
demais categorias em relacdo ao comprimento do corpo, massa corporal e tamanho do canino
superior direito, sendo sempre os individuos com os maiores valores encontrados.

As médias de comprimento do corpo e do tamanho do canino superior direito
permitiram individualmente a disting&o entre as faixas etarias nos machos.

A média de massa corporal foi a uUnica varidvel morfoldgica que diferiu
significativamente entre fémeas adultas e jovens.

De forma isolada, nenhuma das medias morfométricas se mostrou eficiente para
separacgdo de todas as faixas etarias em ambos 0s sexos.

Em conjunto, as médias de comprimento do corpo, massa corporal e tamanho do
canino superior direito sdo eficientes para separacao de todas as faixas etarias de cada sexo e
podem ser utilizadas como método complementar ao descrito por I1zawa (1980) e MacKinnon
(2013).
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CAPITULO I

ANALISE CITOGENETICA CLASSICA E MOLECULAR EM Sapajus
nigritus (PLATYRRHINI, CEBIDAE) EM LOCALIDADES DOS
ESTADOS DO RIO DE JANEIRO E DE SAO PAULO
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RESUMO

O caridtipo das espécies de Sapajus e Cebus é considerado o mais semelhante ao do ancestral
dos Platyrrhini, tanto pelo numero diploide quanto por regides de eucromatina que se
mantiveram conservadas na historia evolutiva. A fonte de diversidade se da, principalmente,
em regides de heterocromatina constitutiva (HC) extra-centromérica, as quais representam
porcdes de DNA transcricionalmente inativas que podem sofrer rearranjos estruturais sem
afetar o DNA codificante. Alguns polimorfismos na HC séo considerados espécie-especificos,
como o que é observado no par cromossémico 11. Enquanto na maioria das espécies de
Sapajus esse par possui um grande bloco de HC terminal, S. nigritus é descrita como a Unica
com delegdo total desse bloco, com o cromossomo sendo convertido em um pequeno
acrocéntrico. A delecéo total da HC terminal, descrita com base em individuos da Argentina e
confirmada em uma populacdo do estado do Rio de Janeiro, entretanto, ndo parece ser o Unico
padrdo da espécie, uma vez que analises de individuos também do RJ ja demonstraram a
ocorréncia do grande bloco de HC terminal no par 11. A distribuicio de HC extra-
centromérica nas espécies de Sapajus e Cebus parece seguir uma gradiente, diminuindo em
quantidade do norte para o sul, mas a compreensdo de como essa distribuicdo se da em S.
nigritus € dificultada pelo fato de as analises citogenéticas serem realizadas
predominantemente em populagdes da Argentina. O objetivo deste estudo foi analisar 0s
padrdes de HC extra-centromérica nos pares cromossémicos de S. nigritus em amostras do RJ
e de SP, verificando a ocorréncia de polimorfismo no par 11, assim como nos demais pares, e
um possivel padrdo de distribuicdo geografica. Foram analisados individuos de cinco
populacbes do estado do RJ: Ilha da Marambaia (IM), Reserva Bioldgica de Poco das Antas
(RBPA), Parque Nacional do Itatiaia (PNI), da Tijuca (PNT) e da Serra dos Orgdos
(PARNASO); além de exemplares ex situ de Guaratiba/RJ (Gua) e de cidades de S&o Paulo:
capital (cSP), Sdo José dos Campos (SJC), Séo Sebastido (SS), Paraibuna (PB) e Campos do
Jord&@o (CJ). A presenca e distribuicdo de HC extra-centromérica foram analisadas com as
técnicas de banda C e hibridizacdo por fluorescéncia in situ da sonda #11lqHe+. O par
cromossomico 11 de algumas amostras foi identificado utilizando a sonda 21WCP, que
hibridiza na regido eucromatica desse par. Nos 55 individuos analisados, foi identificado
2n=54, XX ou XY (NF = 76). Marcacdes de HC foram identificadas nos pares 4, 12, 13 e 17
de todos os individuos, além dos pares 6, 11, 19 e 21 em alguns deles. O par 11 com a delecéo
da HC foi identificado nas amostras a leste (IM, Gua, PNT, PARNASO e RBPA), enquanto a
oeste ambos os padrdes foram identificados, sem (cSP, CJ e SS) e com (SJC, PB e PNI) bloco
de HC. Somente no par 11 a distribuicdo da HC extra-centromérica parece seguir um padrao
biogeogréafico, evidenciado principalmente pela ocorréncia do pequeno acrocéntrico em todas
as localidades a leste. A ocorréncia de polimorfismo nas localidades do PNI e cidades de S&o
Paulo, sem um padrdo de distribuicdo geografica definido, parece estar associada a zona de
descontinuidade relatada para espécies animais nessa regido da Mata Atlantica, representando
uma area de transi¢do entre o grande bloco de HC terminal e o pequeno acrocéntrico. Outra
possibilidade é que o polimorfismo no par 11, decorrente de delecdo, tenha surgido nessa
regido como forma derivada, uma vez que o grande bloco de HC terminal é compartilhado
com as demais especies de Sapajus e Cebus. A partir dali, 0 pequeno acrocéntrico teria
radiado nas populagdes ao leste, no RJ (IM, Gua, PNT, PARNASO e RBPA), e a sul, na
Argentina. A diversidade genética evidenciada nos polimorfismos de HC extra-centromérica
em S. nigritus deve ser considerada na conservacdo da espécie e a area amostrada, onde
ambas as formas do par 11 foram identificadas, deve receber especial atencdo para
manutenc¢do da diversidade cromossémica da espécie.

Palavras-chave: Polimorfismos, Banda C, Hibridizag&o por fluorescéncia in situ.
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ABSTRACT

The karyotype of Sapajus and Cebus species is considered the most similar to that of the
ancestor of Platyrrhini, both for the diploid number and for euchromatic regions that have
remained conserved in evolutionary history. The source of diversity, then, occurs mainly in
regions of extracentromeric constitutive heterochromatin (HC), which represent portions of
transcriptionally inactive DNA that can undergo structural rearrangements without affecting
the coding DNA. Some HC polymorphisms are considered specific, such as that in
chromosome pair 11. While in most Sapajus species this pair has a large block of terminal
HC, S. nigritus is described as the only one with total deletion of this block, with the
chromosome being converted to a small acrocentric. The total deletion of the terminal HC,
described based on individuals from Argentina and confirmed in a population of Rio de
Janeiro state, however, does not seem to be the unique pattern of this species, since analyses
of individuals also from RJ have already demonstrated the occurrence of the large block of
terminal HC in the pair 11. The distribution of extracentromeric HC in Sapajus and Cebus
species seems to follow a gradient, decreasing in quantity from north to south, but the
understanding of how this distribution occurs in S. nigritus is hindered by the fact that
cytogenetic analyses are predominantly performed in populations from Argentina. The
objective of this study was to analyze the patterns of extracentromeric HC in the
chromosomal pairs of S. nigritus in samples from RJ and SP, verifying the occurrence of
polymorphism in the pair 11, as well as in other pairs, and a possible pattern of biogeographic
distribution. Individuals from five populations in RJ state were analyzed: Ilha da Marambaia
(IM), Reserva Bioldgica de Pogco das Antas (RBPA), Parque Nacional do Itatiaia (PNI),
Tijuca (PNT) and Serra dos Orgdos (PARNASO); as well as ex situ specimens from
Guaratiba/RJ (Gua) and cities of Sdo Paulo: capital (cSP), Sdo José dos Campos (SJC), Séo
Sebastido (SS), Paraibuna (PB) and Campos do Jorddo (CJ). The presence and distribution of
extracentromeric HC were analyzed with C-band and fluorescence in situ hybridization, with
the probe #11gHe+. The pair 11 of some samples was identified using the 21WCP probe,
which hybridizes in the euchromatic region of this pair. In the 55 individuals analyzed,
2n=54, XX or XY (NF = 76) was identified. Extracentromeric HC were identified in pairs 4,
12, 13 and 17 of all individuals, in addition to pairs 6, 11, 19 and 21 in some of them. The pair
11 with the deletion of HC was identified in the samples to the east (IM, Gua, PNT,
PARNASO and RBPA), while to the west both patterns were identified, without (cSP, CJ and
SS) and with (SJC, PB and PNI) HC block. Only in the par 11 the distribution of
extracentromeric HC seems to follow a biogeographic pattern, evidenced mainly by the
occurrence of the small acrocentric in all locations to the east. The occurrence of both
polymorphisms in the localities of the PNI and cities of S&o Paulo, without a defined
geographical distribution pattern, seems to be associated with the discontinuity zone reported
for animal species in this Atlantic Forest region, representing a transition area between the
large terminal HC block and the small acrocentric. Another possibility is that the
polymorphism in the par 11, resulting from deletion, has appeared in this region as a
derivative form, since the large terminal HC block is shared with the other Sapajus and Cebus
species. From there, the small acrocentric would have radiated in the populations to the east,
in RJ (IM, Gua, PNT, PARNASO and RBPA), and to the south, in Argentina. The genetic
diversity evidenced in the polymorphisms of extracentromeric HC in S. nigritus must be
considered in the conservation of the species and the sampled area, where both
polymorphisms of pair 11 were identified, should receive special attention to maintain the
species' chromosomal diversity.

Keywords: Polymorphisms, C banding, Fluorescence in situ hybridization.
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1 INTRODUCAO

Os caridtipos dos macacos-prego (Sapajus) e caiararas (Cebus) sdo considerados 0s
mais semelhantes ao do ancestral dos Platyrrhini, tanto pelo nimero diploide quanto por
regibes que se mantiveram conservadas ao longo da historia evolutiva (Garcia et al., 2002;
Amaral et al., 2008; Dumas & Mazzoleni, 2017; Nieves et al., 2017).

Enquanto nas quatro espécies de Cebus o numero diploide é 2n=52 ou 2n=54, todas as
oito espécies de Sapajus apresentam 2n=54, tendo 10 pares de cromossomos autossémicos
metacéntricos ou submetacéntricos, 16 acrocéntricos e o par sexual XX ou XY (Matayoshi et
al., 1986; Amaral et al., 2008). O cromossomo X é submetacéntrico (Matayoshi et al., 1986;
Mudry, 1990), enquanto o Y € geralmente descrito como um pequeno acrocéntrico
(Matayoshi et al., 1986; Clemente et al., 1987; Mudry de Pargament & Slavutsky, 1987,
Mudry, 1990; Amaral et al., 2008; lughetti, 2008), embora ja tenha sido citado como
submetacéntrico em S. apella (Freitas & Seuanez, 1982).

A homologia entre diversas regides eucromaticas de Sapajus e Cebus, nas quais se
localizam genes transcricionalmente ativos, também s&o compartilhadas com cromossomos
humanos (Dumas & Mazzoleni, 2017). Por outro lado, regides de heterocromatina
constitutiva (HC) extra-centroméricas estdo amplamente distribuidas e de forma variavel no
cariotipo das espécies desses géneros, representando a principal fonte de diversidade
cromossomica (Nieves et al.,, 2005a; Nieves et al., 2011; Nieves et al., 2017). Essa
diversidade, que se da inclusive de forma intraespecifica (Freitas & Seuanez, 1982; Seuanez
et al., 1986; Matayoshi et al., 1987; Mudry, 1990; Ponsa et al., 1995; Nieves et al. 2011,
Steinberg et al., 2014; Nieves et al. 2017), é propiciada pelo fato de a HC extra-centromérica
representar porcbes de DNA transcricionalmente inativas, nas quais rearranjos estruturais
podem ocorrer sem afetar regifes codificantes do DNA (Garcia et al., 1983; Grewal &
Moazed, 2003).

O bandamento C é uma técnica de citogenética classica que permite identificar regides
de HC centroméricas e extra-centroméricas (Kasahara, 2009). Nas espécies de Sapajus,
através da sua aplicacdo em cromossomos metafasicos, a HC extra-centromérica ja foi
descrita, de forma intercalar ou terminal, em S. nigritus, S. xanthosternos, S. cay, S. robustus,
S. apella e S. libidinosus, tendo sido observadas marcacGes nos pares cromossémicos 3, 4, 5,
6, 8, 11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20 e 21 (Freitas & Seuanez, 1982; Seuanez et al., 1986;
Matayoshi et al., 1987; Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Ponsa et al., 1995; Nieves et al.
2005; Nieves et al. 2011; Steinberg et al., 2014; Nieves et al. 2017). No par 11, alguns
polimorfismos sdo considerados espécie-especificos. Enquanto na maioria das espécies de
Sapajus esse par possui um grande bloco heterocromatico terminal ocupando de 62 a 86% do
braco longo (Matayoshi et al., 1987), S. xanthosternos € a unica com bloco heterocromatico
intercalar (Seuanez et al. 1986). Outro caso de polimorfismo é a dele¢cdo do grande bloco de
HC terminal nesse par, sendo convertido em um pequeno acrocéntrico, descrito como
especifico de S. nigritus a partir da analise em populacdes da regido de Misiones, Argentina
(Mudry, 1990; Mudry et al., 1991). Este mesmo padrdo foi identificado em individuos de S.
nigritus amostrados na llha da Marambaia, municipio de Mangaratiba, estado do Rio de
Janeiro (Penedo et al., submetido).

A confirmacdo da delecdo total da HC extra-centromérica do par 11, tanto para
populacdes de S. nigritus na Argentina (Nieves et al., 2005a) quanto para a populacéo da Ilha
da Marambaia (Penedo et al., submetido) foi possivel por meio da associagdo de técnicas de
microdissecc¢do cromossomica e hibridizacao por fluorescéncia in situ (FISH), que permitem a
marcacdo de regifes cromossémicas especificas através da utilizacdo de sondas de DNA
(Nieves et al., 2011). A sonda 21WCP (whole chromosome painting) € complementar ao
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cromossomo 21 humano e sua homologia, descoberta através da analise gendmica comparada,
com a porcdo eucromatica do par 11 das espécies de Sapajus e Cebus permite identifica-lo
com precisao (Garcia et al. 2002; Nieves et al., 2008). Outra sonda, denominada #11qHe+, foi
desenvolvida a partir da heterocromatina do par 11 de S. libidinosus e hibridiza em regifes de
HC extra-centromérica de qualquer par cromossémico das espécies de macacos-prego e
caiararas, cumprindo funcdo semelhante a do bandamento C, mas que evidencia essas regides
com maior precisdo (Nieves et al., 2005a). Assim, com a utilizagdo simultéanea das sondas, o
par 11 de S. nigritus é confirmado pela hibridizacdo da sonda 21WCP e a auséncia de HC
extra-centromérica, pela ndo hibridizacdo com a sonda #11qHe+ (Figura 16).

Embora a sonda #11qHe+ ndo hibridize no par 11 de S. nigritus, sua aplicacao ja
confirmou marcacdes previamente demonstradas com banda C nos pares 4, 6, 12, 13,17, 19 e
21 da espécie, com diferentes frequéncias de presenca e auséncia em amostras da Argentina e
da Ilha da Marambaia, Brasil (Nieves et al., 2005a; Nieves et al., 2008; Nieves et al., 2011;
Penedo et al., submetido).

Figura 16: Metafase de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) da regido de Misiones,
Argentina, com hibridizagdo por fluorescéncia in situ utilizando a sonda 21WCP, em verde
(setas), identificando o par 11. Marcacdes em vermelho correspondem a sonda de
heterocromatina constitutiva extra-centromérica, #11qHe+. Adaptado de Nieves et al. (2008).

Os pares 4, 12 e 13 foram identificados com maior frequéncia de HC extra-
centromérica em S. nigritus, a partir da analise de individuos da Argentina, enquanto os pares
6, 17 e 19 foram descritos como 0s mais variaveis, tanto pela presenca e auséncia quanto pelo
tamanho dos blocos de HC intercalar. Entretanto, a relacdo da distribuicdo de HC extra-
centromérica com a origem geogréafica nao foi bem estabelecida (Nieves et al., 2017).

VariagOes intraespecificas na HC extra-centromérica também séo comuns em diversos
outros grupos animais como, por exemplo, em crustaceos, Artemis spp. (Papeschi et al.,
2008), peixes, Astyanax altiparanae (Neto et al., 2009), lagartos, Lacerta kulzeri (in den
Bosch et al., 2003) e roedores, Ctenomys dorbignyi (Argtelles et al., 2001). Esse tipo de
polimorfismo ja foi identificado em associacdo a padrbes biogeograficos em espécies na Mata
Atlantica, como o observado entre populaces de sapo-de-chifre, Proceratophrys boiei, ao
norte e ao sul do estado de S&o Paulo, relacionada ao isolamento decorrente de uma falha na
Fenda Continental Sul do Brasil, ocorrida no Mioceno (Amaro et al., 2012). Entre populacGes
de traira, Hoplias malabaricus, na regido do Médio Rio Doce, em Minas Gerais, a variacdo de
HC extra-centromérica foi relacionada aos refugios florestais ocorridos no Pleistoceno
(Jacobina et al., 2011).
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1.1 Justificativa

A heterocromatina constitutiva € uma importante fonte de variabilidade no cari6tipo
de mamiferos, de um modo geral (Graphodatsky et al. 2011), e nas espécies de Sapajus e
Cebus, a caracterizacdo das variagcdes na HC extra-centromérica podem contribuir em estudos
de filogenia (Nieves et al., 2017).

O par cromossdmico 11 de S. nigritus, descrito como pequeno acrocéntrico com base
em espécimes da Argentina (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991) e confirmado na populacao da
Ilha da Marambaia, RJ (Penedo et al., submetido), pode ndo ser o padrdo em toda a
distribuicdo da espécie. A andlise citogenética a partir de amostras de dois individuos de
cativeiro, identificados fenotipicamente como S. nigritus, mas sem origem geogréafica
conhecida, revelou a presenca de um grande bloco de HC terminal no par 11 (Penedo et al.,
2014). Alem destes, individuos do estado do Rio de Janeiro ja foram reportados com o0 mesmo
padrdo no par 11, em homozigose, sendo dois provenientes da cidade do Rio de Janeiro
(Freitas & Seuénez, 1982), identificados como Cebus apella, mas provavelmente S. nigritus
de acordo com a sua origem geografica, e outros seis individuos, também do estado do Rio de
Janeiro (Matayoshi et al., 1987), identificados como Cebus apella nigritus (= S. nigritus).

A distribuicdo de HC extra-centromérica nas espécies de Sapajus e Cebus parece
seguir um gradiente, diminuindo em quantidade do oeste para o leste, e do norte para o sul
(Nieves et al., 2017). A compreensdo de como essa distribuicdo se da em S. nigritus,
entretanto, é dificultada pelo fato de as andlises citogenéticas serem realizadas
predominantemente em populacfes da Argentina (Mudry, 1990; Ponsa et al., 1995; Nieves et
al. 2011; Steinberg et al., 2014; Nieves et al. 2017), que € o limite sul da distribuicdo da
espécie (Fragaszy et al., 2004; Vilanova et al., 2005). Seguindo a hip6tese de reducdo da HC
extra-centromérica no sentido norte-sul (Nieves et al., 2017) e considerando os relatos de S.
nigritus no Rio de Janeiro com grande bloco de HC terminal (Freitas & Seuanez, 1982;
Matayoshi et al., 1987; Penedo et al., 2014), é possivel que populacdes ao norte da
distribuicdo tenham naturalmente maior conteido de HC extra-centromérica.

A diferenca na distribuicdo de HC extra-centromérica no par 11 de S. nigritus pode
estar associada a descontinuidade filogeografica descrita para espécies na Mata Atlantica, na
regido de Sdo Paulo, decorrente de refugios florestais no Pleistoceno (Grazziotin et al., 2006;
Cabanne et al., 2008; Carnaval et al., 2009; Filho & Miyaki, 2011), como foi demonstrado em
relagdo ao fenotipo (capitulo ). A expansdo das andlises citogenéticas, com estudos em
localidades de S. nigritus no sudeste do Brasil, principalmente no Rio de Janeiro, onde foram
relatados individuos com grande bloco de HC terminal, pode auxiliar na confirmacdo de
ambas as formas e demonstrar a ocorréncia de um padrdo de distribuicdo geogréfica.

1.2  Objetivos

Analisar os padrdes de HC extra-centromérica nos pares cromossémicos de Sapajus
nigritus em amostras dos estados do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo, verificando a ocorréncia
de polimorfismo no par 11, assim como nos demais pares, e um possivel padréo de
distribuicdo geogréfica. Hipotese: os pares cromossémicos com HC extra-centromérica nas
amostras dos estados do Rio de Janeiro e de S&o Paulo serdo condizentes com o descrito para
S. nigritus, e no par 11 serdo observados ambos os padrbes, com e sem o grande bloco de HC
terminal, sendo caracterizados com polimorfismos geograficos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Origem das amostras

Foram analisados os cariotipos dos 55 individuos, de ambos os sexos, de S. nigritus
descritos no capitulo I, sendo 49 amostras in situ do Rio de Janeiro - cinco do Parque
Nacional do Itatiaia (PNI), 26 da Ilha da Marambaia (IM), quatro do Parque Nacional da
Tijuca (PNT), seis do Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) e oito da Reserva
Bioldgica de Poco das Antas (RBPA) — e seis ex situ, sendo uma de Guaratiba (Gua), cidade
do Rio de Janeiro, e cinco de cidades do leste do estado de Sao Paulo — capital (cSP), Séo
José dos Campos (SJC), Paraibuna (PB), Campos do Jorddo (CJ), e Séo Sebastido (SS -
Figura 17).
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Figura 17: Distribuicdo das amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae). (A)
Mapa do Brasil. (B) Destaque para regido leste do estado de S&o Paulo e estado do Rio de
Janeiro com as 11 areas de amostragem: 1 - cidade de Sdo Paulo (cSP); 2 - Sdo José dos
Campos (SJC); 3 — Paraibuna (PB); 4 - Campos do Jorddo (CJ); e 5 - Sao Sebastido (SS), SP;
6 - Parque Nacional do Itatiaia (PNI), cidade de Itatiaia; 7 - Ilha da Marambaia (IM), cidade
de Mangaratiba; 8 - bairro de Guaratiba (Gua), cidade do Rio de Janeiro; 9 - Parque Nacional
da Tijuca (PNT), cidade do Rio de Janeiro; 10 — Parque Nacional da Serra dos Orgéos
(PARNASOQ), cidade de Teresépolis; 11 - Reserva Biolégica de Poco das Antas (RBPA),
cidade de Silva Jardim, RJ. A linha pontilhada representa o Rio Paraiba do Sul.

As descri¢des dos locais de estudo in situ do estado do Rio de Janeiro, das institui¢cdes
onde foram obtidas as amostras ex situ, os procedimentos de captura, sedacéo, identificagcéo
individual, retorno da sedacéo, soltura dos animais e licencas estdo descritos nos itens 2.1, 2.2
e 2.4 do capitulo 1.

2.2  Coleta de amostras bioldgicas

As amostras de sangue para as analises genéticas foram coletadas apos a sedacdo e
marcacdo dos animais. Apos antissepsia do local da venopuncdo com alcool 70%, foram
coletados, de cada animal, entre 2 e 4 mL de sangue da veia femoral utilizando seringas de
5mL e agulhas de calibre 20 x 5,5 mm. As amostras foram imediatamente transferidas para
tubos de coleta estéreis contendo heparina sodica, para analise citogenética, e EDTA, para
anélises moleculares, sendo ambas armazenadas em isopor. O sangue em tubos com heparina
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sodica foi implantado em meio de cultivo celular até 4h apds a coleta, enquanto as amostras
em EDTA foram armazenadas a 4°C em geladeira, no campo, e posteriormente transferidas
para o Laboratorio de Genética Animal do Departamento de Genética do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFRRJ, para extracdo de DNA e analise genética molecular
(capitulo 111).

As coletas de sangue dos individuos de cativeiro foram realizadas pelos Médicos
Veterinarios responsaveis de cada unidade, Dr?, Hanna Kokubun do CRAS/UNIVAP e Dr.
Jeferson Pires do CRAS/Estacio de Sa.

2.3 Cultivo celular

Os procedimentos para o cultivo de linfocitos do sangue periférico seguiram a técnica
descrita por Moorhead et al. (1960). A implantacdo do sangue em cultivo celular foi iniciada
em laboratérios improvisados nos locais de captura, buscando seguir os procedimentos de
assepsia necessarios para evitar contaminacao. Nas coletas dos animais ex situ, a implantacdo
do sangue foi realizada no laboratdrio Laboratério de Genética Animal do Departamento de
Genética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da UFRRJ, apds transporte do sangue
em isopor.

Foram adicionadas pelo menos oito gotas de sangue total em cada tubo Falcon de 15
mL contendo meio de cultura RPMI — 1640 (4 mL - Vitrocell Embriolife®) acrescido de 1 mL
de soro fetal bovino (Vitrocell Embriolife®), que propicia a nutrigio das células, além de 10 U
(0,1 mL) de fitohemaglutinina (Vitrocell Embriolife®). Esta ultima promove a des-
diferenciacdo dos linfocitos para que entrem em divisdo celular in vitro (Kasahara, 2009). A
cultura foi mantida, em banho-maria, a 37°C por 71h. Ap6s 71h, 25 U de colchicina (10° M)
foram adicionadas a cultura celular, que retornou ao banho-maria por mais uma hora a 37°C.
Este procedimento interrompe o fuso mitético, permitindo obter os cromossomos em
metéfase, etapa na qual se encontram em grau maximo de condensacéo favorecendo o estudo
do cariétipo. Completadas 72h, os tubos foram centrifugados por 5 min a 200 xg e o
sobrenadante descartado. Foram acrescentados 5 mL de solucdo hipotonica de Cloreto de
Potassio (KCI) a 0,075 M. A absorcdo dessa solucdo pelas células as tornam turgidas,
proporcionando uma melhor separacdo dos cromossomos na tentativa de diminuir
sobreposicBes na lamina (Kasahara, 2009). Os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C
por 20 min. Em seguida, os tubos foram novamente centrifugados a 200 xg durante 5 min. O
sobrenadante foi descartado e a fixacdo do material realizada adicionando-se ao pellet 5 mL
de solucdo fixadora gelada (metanol e &cido acético, 3:1) sob agitacdo no vortex,
permanecendo em temperatura ambiente por 15 min. Essa solugdo promove a morte rapida
das celulas e preserva a estrutura dos cromossomos. O processo de centrifugacdo e adicéo de
solucéo fixadora foi repetido por mais duas vezes, acrescentando-se, por vez, 3mL e 2 mL. O
material foi armazenado em congelador a aproximadamente -10°C. Nos casos onde 0S
procedimentos foram realizados em campo, o cultivo celular foi transportado posteriormente,
em isopor com gelo, para o Laboratério de Genética Animal do Departamento de Genética do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

No laboratorio, foi realizada nova centrifugacdo a 200 xg durante 5 min. O
sobrenadante foi descartado e um volume de solucéo fixadora gelada, proporcional ao pellet,
foi adicionado. A solucao foi homogeneizada e duas gotas do material foram pingadas, com o
auxilio de pipeta Pasteur, em laminas limpas com alcool 70% e previamente bafejadas, de
modo a umedecé-las e permitir um melhor espalhamento do material. Para 0 armazenamento
permanente do material, os tubos Falcon foram centrifugados a 200 xg durante 5 min, o
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maximo possivel de sobrenadante foi descartado e adicionado volume de metanol
proporcional ao pellet. Apds ressuspensao do material, todo o conteudo foi transferido para
tubos de 2 mL e armazenados em freezer a -18°C. Quando necessaria a preparacdo de novas
laminas, uma parte da solucdo contendo o material em metanol foi pipetada com micropipeta
para um tubo de 0,5 mL, adicionando-se &cido acético respeitando a propor¢do 3:1. A
solucdo, homogeneizada, foi pingada em lamina conforme descrito anteriormente.

2.4  Coloracéo convencional

As laminas foram coradas utilizando-se solucdo de Giemsa® (Merck) 4% em agua
destilada por 6 min. Apos a coloracéo, as ldaminas foram lavadas em agua destilada e secas em
temperatura ambiente. Foi utilizado microscépio O6ptico da marca Olympus, modelo
CH30RF100, com objetiva de 10x para localizacdo das metafases e de 100x para a analise dos
cromossomos e fotografia.

2.5  Hibridizacéo por fluorescéncia in situ (FISH)

As técnicas sequenciais de FISH foram realizadas pela Dr® Mariela Nieves, no
laboratério do Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion, da Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina, utilizando um protocolo
desenvolvido por sua equipe (comum. pess.). O material contido nas laminas, preparadas no
mesmo dia, foi desidratado com solucBes contendo concentracdes crescentes de etanol (70%,
90% e 100%), ficando imersas por 2 min em cada uma delas. A hibridizacdo com as sondas
(21WCP ou #11qHe+) foi feita colocando-se 3,5 uL de mix de hibridizagdo (composto por
30% de formamida, 30% de polietilenoglicol, 10% de 20x SSC, 28% de iodeto de sodio e 2%
de Tween) + 0,5 pL de cada sonda sobre o local da ldamina onde foram identificadas as
metéfases, cobrindo com uma laminula e selando com cola pléstica removivel. O conjunto
lamina + laminula foi mantido a 70°C por 8 min para desnaturacdo e posteriormente em
camara Umida, a 37°C até o dia seguinte para hibridizacao das sondas. Na po6s-hibridizacéo, as
laminas foram lavadas em solu¢édo de 0,4x SSC e 0,3% Tween, a 70°C por 2 min. Apds secas,
as laminas foram lavadas em nova solucéo de 2x SSC e 0,1% Tween a temperatura ambiente
por 2 min. Apds as laminas estarem novamente secas, foi aplicado 15 pL de DAPI-antifade
(diluicdo de 5 pL de solucdo estoque de DAPI, a 20 pg/mL, em 1mL de solucdo antifade,
composta por 10 mg/mL de p-dicloridrato de fenilenodiamina diluido em PBS) e cobertas
novamente com laminula. As metafases foram analisadas em microscépio Leica DMLB de
fluorescéncia e fotografadas com a cémera do aparelho (Leica DFC340FX - Meyer
Instruments, Inc).

2.6  Bandamento de heterocromatina constitutiva (banda C)

A tecnica de banda C foi realizada segundo Sumner (1972) em laminas envelhecidas
por sete dias em temperatura ambiente, cujas metafases com colora¢do convencional foram
previamente identificadas e analisadas. Primeiramente, as laminas foram imersas em solucéo
de &cido cloridrico (HCI) 0,02 N por 5 min e, em seguida enxaguadas em agua destilada e
secas ao ar. Posteriormente, foram colocadas por aproximadamente 3 min em solucdo de
Hidroxido de Bério (Ba[OH].) a 5%, preparada no dia anterior e deixada overnight em banho-
maria a 37°C. As laminas foram novamente lavadas, secas ao ar e imersas por
aproximadamente 5 min em solucdo salina de cloreto e citrato de sodio (2x SSC - 17,55 g de
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NaCl + 8,82 g de Citrato de Sddio para 1 L de agua destilada) a 60°C. Essa solucdo foi
preparada no dia anterior e mantida em estufa overnight a 60°C. As laminas, apds serem
novamente lavadas e secas, foram coradas em solugéo de Giemsa® (Merck) 4% por 6 min. Em
seguida, foram analisadas ao microscopio com objetivas de 10 e 100x de aumento.

2.7 Banda G

A técnica de banda G foi realizada segundo Seabright (1971) em laminas de sete dias,
mantidas em temperatura ambiente. Inicialmente, as laminas foram imersas em solucdo de
tripsina (0,1 g de tripsina em 100 mL de solu¢do Dulbecco) em periodo que variou de 8 a 20
segundos. Em seguida, foram imediatamente imersas em solucdo tampéo fosfato gelada, de
modo a interromper a ac¢do da enzima. Por fim, as laminas foram coradas em solugéo de
Giemsa (4 mL do corante, 50 mL de tampéao fostato e 46 mL de agua destilada) e analisadas
ao microscépio, com objetivas de 10 e 100x de aumento.

2.8 Registro fotogréafico das metafases e organizacao do cariétipo

Nas técnicas de citogenética classica, as metafases foram fotografadas em objetiva de
100x, com maquina digital Sony Cyber-shot® de 14.1 mega pixels e as imagens foram
transferidas para o computador. Os cariétipos foram montados utilizando o programa Adobe®
Photoshop® CS3, seguindo a organizacgdo dos cromossomos conforme Nieves (2007) e Nieves
et al. (2017).

3 RESULTADOS

Foram analisadas ao menos 15 metéafases com coloracdo convencional e banda C de
cada um dos 55 individuos de S. nigritus amostrados nas 11 localidades do Rio de Janeiro e
de Sédo Paulo. O bandamento G foi bem-sucedido apenas em metéfases provenientes de duas
amostras da IM e uma do PNT, sendo analisadas 10 metéfases por individuo. As marcacoes
por FISH foram obtidas a partir de amostras de dois individuos da IM, um de Gua e dois do
PNI. Com esta técnica, foram analisadas ao menos 10 metafases por individuo.

3.1  Coloragao convencional

Foi identificado complemento cromossdmico 2n=54, XX ou XY (NF = 76) para todos
os individuos de S. nigritus analisados, com nove pares de autossomos submetacéntricos, um
metacéntrico e 0s demais 16 pares, acrocéntricos. Os C€romossomos sexuais eram
submetacéntricos, tendo o X tamanho equivalente ao do par 4 e 0 Y, ao par 23. No par 11 foi
identificado polimorfismo de tamanho, sendo equivalente ao par 23 nas amostras da IM,
PARNASO, RBPA, PNT, Gua, CJ, SS e cSP e representando o maior acrocéntrico nas
amostras do PNI, SJC e PB (Figura 18).
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Figura 18: Caridtipo de um individuo macho (2n=54,XY) de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae), com coloragdo convencional, demonstrando o padrdo observado nos
individuos estudados. Estdo representadas as duas formas do par cromossémico 11 (caixa):
pequeno (a esquerda) nas amostras da Ilha da Marambaia, Parque Nacional da Serra dos
Orgdos, Reserva Biologica de Poco das Antas, Parque Nacional da Tijuca, bairro de
Guaratiba, estado do Rio de Janeiro, além das amostras de Campos do Jorddo, S&o Sebastido e
cidade de Séo Paulo, SP; e grande (direita) nas amostras do Parque Nacional do Itatiaia, RJ,
além de S&o José dos Campos e Paraibuna, SP.

3.2  Sondas 21WCP e #11qHe+

A identificagdo dos dois padrdes distintos no par cromossdémico 11 foi possivel atraves
da utilizacdo das sondas 21WCP (em vermelho) e #11qHe+ (em verde). Nos dois individuos
da IM e no de Gua, esse par foi identificado como um pequeno acrocéntrico, sem presenca de
HC extra-centromérica, a qual foi identificada, em diferentes propor¢des, em outros sete pares
cromossdmicos nos individuos da IM (Figura 19A) e em cinco pares do individuo de Gua
(Figura 19B). Nas amostras do PNI, o par 11 foi o maior acrocéntrico, possuindo grande
bloco de HC extra-centromérica terminal. Além deste, mais quatro pares cromossdémicos
foram marcados com a sonda #11qHe+ nas amostras desses individuos (Figura 19C).
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Figura 19: Metéafases de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae) com hibridizacdo
pelas sondas 21WCP (vermelho) e #11qHe+ (verde). Aumento de 1000x. (A) Marcacfes em
uma fémea da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ e (B) no individuo macho de Guaratiba,
cidade do Rio de Janeiro, RJ. As setas apontam o par cromossdmico 11, pequeno acrocéntrico
sem heterocromatina constitutiva extra-centromérica. (C) Marca¢des em um macho do Parque
Nacional do Itatiaia, RJ. As setas indicam 0s cromossomos do par 11 como um dos maiores
do cari6tipo, com grande bloco de heterocromatina constitutiva terminal.

3.3 Distribuicdo da heterocromatina constitutiva extra-centromérica nos pares
cromossémicos

Foram observadas regides de HC extra-centromérica nos pares cromossdmicos 4, 12,
13 e 17 de todos os individuos de S. nigritus estudados. O par 11 foi observado com grande
bloco de HC extra-centromerica nas amostras dos individuos do PNI e dos individuos de SJC
e PB. O par 6 foi marcado nos individuos do PARNASO, da RBPA e da IM (somente alguns
individuos). No par 19, foram observadas marcagdes de banda C nas amostras dos individuos
do PARNASO e da IM (somente alguns individuos). Por fim, foram observadas marcacdes no
par 21 do individuo de Gua, além de alguns da IM.

Em todos os 26 individuos amostrados na IM foram observadas marcacdes nos pares
4, 12, 13 e 17, além dos pares 6, 19 e 21 de forma inconsistente (isto €, observadas em
metafases de alguns individuos). No par 11 ndo foi observado bloco de HC extra-
centromérica (Figura 20A). No par 13, foi observado polimorfismo de banda C. Em 13
individuos, esse par foi observado com tamanho semelhante ao 12 e marca¢do de um bloco de
HC intercalar proximal em homozigose (Figura 20A). Em dez individuos, foi evidenciada
marcacdo de banda C em heterozigose neste par, na qual se observou, em um dos
cromossomos, 0 mesmo padréo descrito anteriormente e no seu homologo um bloco intercalar
menor e mais distal, com tamanho total reduzido (Figura 20B - direita). Em trés individuos,
ambos os cromossomos do par 13 foram observados com tamanho menor que o 12, sendo
identificada marcagdo de banda C em heterozigose, com um bloco intercalar proximal em um
cromossomo e um bloco mais distal em seu homologo (Figura 20C).
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Figura 20: Cari6tipo com bandamento C e G em individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. Pares 4, 12, 13 (polimorfico) e
17 com presenga de heterocromatina constitutiva extra-centromérica nas amostras de todos o0s
individuos, além dos pares 6, 19 e 21 de forma menos consistente. (A) Par cromossémico 11
como um pequeno acrocéntrico. Esta sendo representado o par 13 com bloco proximal em
homozigose, identificado em 13 individuos; (B) padrdo, com banda C e G, semelhante ao
apresentado em "A" (esquerda) e seu homdlogo (direita) com tamanho reduzido e bloco
intercalar distal, identificados em dez individuos; (C) ambos os homologos do par 13 séo
menores que o par 12, com blocos intercalares, sendo um proximal e outro distal, identificado
em trés individuos.

Nos cinco individuos capturados no PNI foi identificada banda C nos pares 4, 11 (com
grande bloco de HC terminal), 12, 13 e 17 (Figura 21). Em trés deles, o par 11 foi observado
com marcagdes de HC extra-centromérica terminal em homozigose (Figura 21A), enquanto
nos outros dois, esse par foi identificado com marcacfes em heterozigose, com delecéo
parcial do bloco heterocromatico, reduzindo o tamanho total (Figura 21B).
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Figura 21: Cariotipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) do Parque Nacional do Itatiaia, RJ. Pares 4, 11 (polimorfico), 12, 13 e
17 com presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica. (A) Par cromossémico
11 com grande bloco heterocroméatico em homozigose, identificado em trés individuos; (B)
homologos do par cromossémico 11 em heterozigose para o tamanho da banda, identificado
em dois individuos.

Em todos os seis individuos amostrados no PARNASO foi observada marcacgdo de
banda C nos pares 4, 6, 12, 13, 17 e 19 (Figura 22). No par cromossémico 12 foi identificado
polimorfismo na posi¢do do bloco de HC extra-centromérica. Em quatro individuos, um dos
cromossomos foi observado com bloco intercalar proximal e no seu homologo, um mais distal
(Figura 22A). Nos dois individuos restantes foram identificados bandamentos intercalares em
homozigose nesse par, sendo proximal em um (Figura 22B) e distal no outro (Figura 22C).
Devido a auséncia de HC extra-centromérica em grande bloco, o par 11 foi identificado como
um pequeno acrocéntrico.
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Figura 22: Cariotipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) do Parque Nacional da Serra dos Orgdos, RJ. Pares 4, 6, 12
(polimérfico), 13, 17 e 19 com presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica.
(A) Par cromossémico 12 com blocos heterocrométicos intercalares em heterozigose, sendo
um mais proximo e outro mais distal ao centrdmero, identificado nas amostras de quatro
individuos; (B) homdlogos do par 12 em homozigose para a posicdo da banda, de forma
proximal, identificados em um individuo; (C) homozigose para posi¢do da banda, de forma
intercalar e distal no par 12, identificado em um individuo.

Nos oito individuos da RBPA, marcacdes de banda C foram observadas nos pares
cromossémicos 4, 6, 12, 13 e 17 (Figura 23). O par cromossomico 11 foi identificado como
um pequeno acrocéntrico devido a auséncia do grande bloco de HC extra-centromérica.
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Figura 23: Cariotipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) da Reserva Bioldgica de Poco das Antas, RJ. Pares 4, 6, 12, 13 e 17
com presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica.

Nos quatro individuos do PNT foram observadas marcacGes de banda C nos pares
cromossémicos 4, 12, 13 e 17 (Figura 24). O par cromossémico 11 foi observado como um
pequeno acrocéntrico e o par 12 com bloco de HC intercalar proporcionalmente maior do que

o descrito na maioria das localidades.
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Figura 24: Cariétipo com bandamento C e G em individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) do Parque Nacional da Tijuca, Rio de Janeiro, RJ. Pares 4, 12, 13 e 17
com presenca de heterocromatina constitutiva extra-centromérica.

No individuo de Gua, foram observadas marcagdes nos pares 4, 12, 13, 17 e 21. O par
cromossémico 11 foi identificado como um pequeno acrocéntrico, com delecéo total do bloco
heterocromatico. Nos pares 12 e 13, os blocos intercalares foram identificados com tamanho
proporcionalmente maior do que o observado na maioria das amostras estudadas (com
excecdo do par 12 dos individuos do PNT), ocupando maior porcentagem dos cromossomaos,
enquanto o par 4 foi identificado com heterozigose no tamanho da banda C (Figura 25).
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Figura 25: Cari6tipo com bandamento C em um individuo de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) do CRAS/Estacio de Sa, oriundo do bairro de Guaratiba, Rio de
Janeiro, RJ. Pares 4 (polimdrfico), 12, 13, 17 e 21 com presenca de heterocromatina
constitutiva extra-centromérica.

Nos cinco individuos amostrados no CRAS/UNIVAP, da regido leste do estado de Séo
Paulo, foram observadas marcac6es de banda C nos pares 4, 12, 13 e 17 em todos eles (Figura
26). Nas amostras de CJ, SS e cSP, os cromossomos do par 11 foram observados como
pequenos acrocéntricos (Figura 26A). Nos outros dois individuos o par 11 foi observado com
grande bloco de HC terminal, em homozigose no individuo de PB (Figura 26B) e em
heterozigose com relacdo ao tamanho da banda no individuo de SJC (Figura 26C). O par
cromossémico 12 foi identificado com polimorfismo de banda C em dois individuos (SS e
cSP), sendo um bloco intercalar distal e outro proximal (Figura 26A). Nos trés individuos
restantes, o par 12 foi observado com padréo de banda C em homozigose, sendo proximal no
individuo de PB e distal nos individuos de SJC e CJ.
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Figura 26: Caridtipo com bandamento C em individuos de Sapajus nigritus
(Platyrrhini, Cebidae) alocados no CRAS/UNIVAP, provenientes da regido leste do estado de
Sdo Paulo. Pares 4, 12, 13 e 17 com presenca de heterocromatina constitutiva extra-
centromérica. (A) par cromossdmico 11 pequeno acrocéntrico em trés individuos (Campos do
Jorddo, S&o Sebastido e cidade de Sdo Paulo), além de ambos os representantes do
polimorfismo de posicdo da banda heterocromatica encontrado no par 12, observado em
heterozigose nos individuos de S&o Sebastido e da cidade de S&o Paulo; (B) Par
cromossdmico 11 com grande bloco heterocromético em homozigose em um individuo da
cidade de Paraibuna; (C) par cromossémico 11 com grande bloco heterocromatico em
heterozigose (delecédo parcial) no individuo da cidade de S&o José dos Campos.

4 DISCUSSAO

O caridtipo de todos os individuos amostrados neste estudo foi identificado com
numero diploide e morfologia dos cromossomos compativel com o descrito para as espéecies
de Sapajus (Matayoshi et al., 1986). O cromossomo Y, identificado como um pequeno
submetacéntrico, diverge da maioria das publicacbes, sendo geralmente descrito como
acrocéntrico (Matayoshi et al., 1986; Clemente et al., 1987; Mudry de Pargament &
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Slavutsky, 1987; Mudry, 1990; Amaral et al., 2008; lughetti, 2008). A morfologia do
cromossomo Y como submetacéntrico ja foi descrita em espécimes de Cebus apella do Rio de
Janeiro, Bahia e Pard (Freitas & Seuénez, 1982), que atualmente representam, de acordo com
a distribuicdo geografica, S. nigritus, S. xanthosternos e S. apella, respectivamente. A
ocorréncia desse polimorfismo provavelmente decorre de inversdo pericéntrica. A forma
submetacéntrica, por ser menos identificada nas espécies de Sapajus, talvez seja mais
derivada. Esse cromossomo sexual ja foi descrito com polimorfismos em outras espécies de
Platyrrhini, como Alouatta, Ateles e Callicebus (Koiffmann & Saldanha, 1974; Armada et al.,
1987; Barros et al., 2003; Nieves et al., 2005b) e parece ser comum nesse nivel taxonémico.

As marcacdes de banda C observadas nos pares cromossémicos 4, 12, 13 e 17, de
todos os individuos de S. nigritus deste estudo, além dos pares 6, 19 e 21 nos individuos de
algumas localidades, ja foram descritas, com a técnica de citogenética classica ou com a
utilizacdo da sonda #11gHe+, para a espécie (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Ponsa et al.,
1995; Steinberg et al., 2014; Nieves et al., 2017; Penedo et al., submetido).

A identificacdo de HC terminal em grande bloco no par 11 nos individuos do PNI, SJC
e PB, confirma a ocorréncia dessa forma cromossdmica demonstrada nos achados anteriores
em amostras de S. nigritus do estado do Rio de Janeiro (Freitas & Seuanez, 1982; Matayoshi
et al., 1987) e em individuos de cativeiro, sem origem conhecida, mas identificados
fenotipicamente (Penedo et al., 2014).

Esse par cromossomico havia sido identificado anteriormente nos individuos da IM
com HC intercalar, utilizando a metodologia de citogenética classica (Penedo, 2016), devido a
semelhanca com o padrdo descrito como especifico de S. xanthosternos (Seuanez et al. 1986).
Essa identificacdo foi influenciada ainda pela similaridade obtida entre as sequéncias do gene
mitocondrial citocromo c oxidase Il destas amostras com S. xanthosternos (Penedo, 2016).
Com o uso da sonda 21WCP, foi confirmado que o par 11 é um pequeno acrocéntrico nas
amostras dessa populacdo (Penedo et al., submetido), correspondendo ao ja descrito nas
populacdes da Argentina (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Ponsa et al., 1995; Steinberg et
al., 2014; Nieves et al., 2017). Este polimorfismo foi identificado também em amostras do
PARNASO, RBPA, PNT, Gua, CJ, SS e cSP. Desse modo, a Unica espécie com HC intercalar
no par 11 continua sendo S. xanthosternos, embora ainda ndo tenham sido implementadas as
sondas #11qHe+ e 21WCP para sua confirmacao.

As marcacdes de banda C nos pares 4, 12 e 13, observadas em todos os 55 individuos
analisados em SP e no RJ, confirmam o descrito em populacdes da Argentina, onde esses
pares sdo os mais frequentemente observados com HC extra-centromérica (Nieves et al.,
2017), e talvez seja o padrdo em toda distribuicdo de S. nigritus. A mesma considera¢do pode
ser feita para a menor frequéncia de marcacdo nos pares 6, 19 e 21, observada tanto nas
amostras de SP e RJ, quanto na Argentina (Nieves et al., 2017). Diferente desses, o par 17 foi
observado com HC intercalar em todos os individuos amostrados em SP e RJ, mas possui
baixa frequéncia de marcacao nas populag@es da Argentina (Nieves et al., 2017), o que pode
indicar uma tendéncia biogeogréafica na distribuicdo da HC extra-centromérica desse par.

A marcacéo de banda C no par 21, somente observada nas localidades da IM e Gua, do
mesmo modo que a ocorréncia do bloco de HC intercalar no par 12 com tamanho
relativamente maior em Gua e PNT, parecem ter origens geograficas definidas, por terem sido
compartilhados por localidades proximas. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer, para a
maioria das marcagdes ou polimorfismos de HC extra-centromérica, um padrdo de
distribuicdo geografica.
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Considerando as localidades amostradas em SP e no RJ, somente no par 11 a
distribuicdo da HC extra-centromérica parece seguir um padrdo biogeografico, evidenciado
principalmente pela ocorréncia do pequeno acrocéntrico nas localidades mais a leste (1M,
Gua, PNT, PARNASO e RBPA). A ocorréncia de ambas as formas dentre as localidades do
PNI e cidades de Séo Paulo, sem um padrdo de distribuicdo geografica definido, parece estar
associada a zona de descontinuidade filogeogréafica decorrente de reflgios florestais, relatada
para espécies animais neste trecho da Mata Atlantica (Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al.,
2008; Carnaval et al., 2009; Filho & Miyaki, 2011), como uma area de transicdo. Outra
possibilidade é que o polimorfismo decorrente de delecdo tenha surgido como forma derivada
nesta regido, uma vez que o grande bloco de HC terminal é compartilhado com as demais
espécies de Sapajus e Cebus. A partir de Séo Paulo, a radiacdo dos ancestrais de S. nigritus
teria mantido o pequeno acrocéntrico em predominio a leste, no RJ (IM, Gua, PNT,
PARNASO e RBPA) e a sul, na Argentina (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Ponsa et al.,
1995; Nieves et al., 2017). O grande bloco de HC terminal deve ser investigado em outras
populacbes ao norte (Minas Gerais e Espirito Santo) e ao sul (Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul), de modo que se possa confirmar o padrdo de distribuicdo das distintas
formas.

Rearranjos na HC extra-centromérica sdo comuns e fazem parte do processo evolutivo
das espécies de Platyrrhini (Garcia et al., 1983; Nieves et al., 2005a). Os pares 11, 12 e 13
foram observados nas localidades de SP e RJ com maior ocorréncia de rearranjos na HC
extra-centromérica, diferente do descrito em populacdes da Argentina, nas quais foram
observadas mais variacGes nos pares 6, 17 e 19 (Nieves et al., 2017), o que pode indicar
tendéncias evolutivas distintas em cada uma dessas regides.

O polimorfismo de tamanho da regido de HC extra-centromérica em heterozigose,
observado no par 11 de dois individuos do PNI e do individuo de SJC, é decorrente de
delecdo parcial. Uma vez que regides de HC representam porcdes do DNA
transcricionalmente inativas (Grewal & Moazed, 2003), essa perda ndo resulta em alteracdo
fenotipica nos individuos e parece ser comum nas espécies de Sapajus. A delecdo parcial do
grande bloco de HC do par 11, em heterozigose, ja foi relatada, sem mencdo a alteracao
fenotipica, em individuos de cativeiro identificados como C. apella (Garcia et al., 1983). A
ocorréncia de heterozigose, com o pequeno acrocéntrico e o grande bloco de HC terminal, ja
foi considerada como indicativo de hibridacdo em individuos de cativeiro, identificados
fenotipicamente como S. nigritus (Nieves et al., 2008). E possivel que esses individuos,
identificados como hibridos, tenham sido gerados a partir de cruzamento entre populacdes
distintas de S. nigritus.

O par identificado como 12 em S. nigritus da IM, com banda C intercalar e
polimorfismo de tamanho e posi¢do (Penedo, 2016) €, na verdade, o par 13, confirmado por
bandamento G. O polimorfismo neste par cromossdmico provavelmente resultou de inversao
paracéntrica, um dos rearranjos mais comuns para as espécies de Sapajus (Ruiz-Herrera et al.,
2004), além de duplicacdo. A diferenca na posicdo dos blocos de HC intercalar, de forma
distal e proximal, observada no par 12 dos individuos do PARNASO e daqueles do estado de
SP também devem decorrer de inversdo paracéntrica. As marcacfes de banda C nos pares 4
(em heterozigose de tamanho), 12 e 13 do individuo de Gua e no par 12 nas amostras do PNT
s80 as que ocupam a maior porcentagem desses pares cromossomicos dentre as localidades
amostradas e provavelmente foram originadas a partir da duplicacdo da regido de HC
intercalar.

A diversidade genética evidenciada nos polimorfismos de HC extra-centromérica em
S. nigritus deve ser levada em consideracao para a conservacdo da especie. A area amostrada,
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na qual ambas as formas do par cromossémico 11 foram observados, e onde a dele¢éo da HC
terminal pode ter gerado o pequeno acrocéntrico, deve receber especial atencdo em politicas
de conservacdo para manutencao da diversidade cromossomica de S. nigritus.

5 CONCLUSOES

O numero diploide e a morfologia dos cromossomos dos individuos de Sapajus
nigritus analisados nas localidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro condizem com o descrito
para espeécies de Sapajus.

Foi confirmado que a dele¢do total do bloco de HC terminal no par 11 ndo é
caracteristica em toda a area de distribuicdo de S. nigritus, ocorrendo também o grande bloco
de HC terminal.

Sapajus nigritus parece ser a unica espécie a apresentar em sua distribuicdo dois
padrGes de HC extra-centromérica no par 11. Entretanto, deve-se investigar se 0 mesmo
ocorre nas demais espécies de Sapajus e Cebus descritas com grande bloco de HC terminal
neste par cromossomico.

Individuos de cativeiro ou resgatados na natureza, identificados fenotipicamente como
S. nigritus, que possuam ambos os padrdes de HC extra-centromerica descritos aqui no par
11, ndo podem ser diagnosticados como hibridos somente por essa caracteristica, uma vez que
podem ser provenientes de popula¢es com distintas formas desse par cromossomico.

Né&o foi possivel estabelecer um padrdo de distribuicdo geografica de HC extra-
centromérica nos pares 4, 6, 12, 13, 17, 19 e 21 na &rea estudada.

A distribuicdo geografica de ambas as formas do par 11 podera contribuir para o
entendimento da evolugéo de S. nigritus na Mata Atlantica.
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CAPITULO Il

ANALISE DE GENES MITOCONDRIAIS EM Sapajus nigritus
(PLATYRRHINI, CEBIDAE), EM LOCALIDADES DOS ESTADOS DO
RI10O DE JANEIRO E DE SAO PAULO
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RESUMO

As espécies de Sapajus na Mata Atlantica sdo mais numerosas e consideradas com maior
diversidade fenotipica do que aquelas que ocorrem no Cerrado, Caatinga e Amazonia. Com a
distribuicdo mais ampla dentre as espécies da Mata Atlantica, S. nigritus é estimada como a
primeira espécie a se diferenciar e uma das que possui maior variabilidade genética no género,
com base em sequéncias mitocondriais. Essa diversidade pode estar refletida na divergéncia ja
demonstrada entre amostras do Rio de Janeiro e outras no restante da distribui¢do, formando
grupamentos parafiléticos. Os reflgios florestais ocorridos no Pleistoceno, que ocasionaram
descontinuidades filogeograficas demonstradas em outras espécies animais na regido de Sao
Paulo, podem ser a causa dessa divergéncia. O objetivo deste estudo foi avaliar a relacéo
filogeografica das amostras de S. nigritus provenientes do RJ e de SP, através da comparacao
das sequéncias de genes mitocondriais com aquelas disponiveis no GenBank®, investigando
principalmente a divergéncia haplotipica de populagdes do RJ em relacdo a outras no restante
da distribuicdo. Foram analisados individuos de cinco populac@es do estado do RJ: llha da
Marambaia (IM), Reserva Bioldgica de Poco das Antas (RBPA), Parque Nacional do Itatiaia
(PNI), da Tijuca (PNT) e da Serra dos Orgdos (PARNASO); além de exemplares ex situ de
Guaratiba/RJ (Gua) e de cidades de SP: capital (cSP), S&do José dos Campos (SJC), Séo
Sebastido (SS), Paraibuna (PB) e Campos do Jorddo (CJ). Analises filogenéticas, de redes de
hapl6tipos e divergéncia entre grupos foram realizadas comparando as sequéncias obtidas a
partir da amplificacdo por PCR dos genes mitocondriais citocromo c¢ oxidase | (MT-CO1) e Il
(MT-CO2) e citocromo b (MT-CYB), com outras de S. nigritus, disponiveis no GenBank®,
provenientes de Angra dos Reis, SP, PR e Argentina. Foram sequenciados 27 amplicons do
gene MT-CO1, 23 do MT-CO2 e 22 do MT-CYB. Arvores filogenéticas de Maxima
Verossimilhanca demonstraram, para MT-CO1 e MT-CYB, dois grupamentos dentre as
amostras de S. nigritus, de forma parafilética. As sequéncias oriundas de IM, Gua, PNT,
PARNASO e RBPA (além de Angra dos Reis para o MT-CYB), formaram um clado,
denominado “S. nigritus leste”. As sequéncias do PNI, SP, PR e/ou Argentina formaram outro
clado, denominado “S. nigritus oeste”. Na analise do gene MT-CO2, trés clados foram
formados: “S. nigritus leste”, ““S. nigritus oeste” (com amostras do PNI e de SP) e um terceiro
clado com sequéncias da Argentina. As divergéncias observadas através das arvores
filogenéticas foram confirmadas pelas redes de haplotipos, que demonstraram de 11 a 17
mutagdes entre os grupos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste”, e a0 menos 27 entre estes €
“S. nigritus Argentina” (MT-CO2). Os valores de distancia genética possibilitaram uma
quantificacdo mais precisa da divergéncia entre os grupos. Em relacdo ao gene MT-CO1, o
valor d = 0,0032 obtido na comparacgdo entre “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste” esta
abaixo do valor esperado na comparagéo entre popula¢des de uma mesma espécie utilizando
este gene (d = 0,0089+0,0016). Da mesma forma, a distancia entre esses grupos utilizando o
gene MT-CYB (d = 0,0421), embora seja maior que estimado entre populacbes (d =
0,0138+0,003), ainda é menor do que o esperado na comparagdo entre subespécies (d =
0,0510£0,0091). Entretanto, os valores obtidos com MT-CO2 entre 0s grupos “S. nigritus
leste” e “S. nigritus oeste” (d = 0,0263) e destes com sequéncias da Argentina (d = 0,0605 e d
= 0,0638, respectivamente) correspondem ao esperado entre subespécies (d = 0,02) ou até
mesmo entre espécies distintas (d = 0,0582) em comparacBes com base neste gene. As
analises mitocondriais confirmaram a divergéncia entre populacbes do RJ, com excec¢do do
PNI, e o restante das localidades estudadas, o que deve ser resultado dos reflgios florestais e
da atuacdo do Rio Paraiba do Sul como barreira. Os grupamentos observados podem
representar unidades evolutivamente significativas (UES), que devem ser consideradas na
conservagado de S. nigritus.

Palavras-chave: Sequenciamento de DNA, Redes de hapl6tipos, Divergéncia genética.
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ABSTRACT

The Sapajus species in the Atlantic Forest are more numerous and considered to have greater
phenotypic diversity than those that occur in the Cerrado, Caatinga and Amazon. With the
widest distribution among the Atlantic Forest species, S. nigritus is estimated as the first
species to diverge and one of those with the greatest genetic variability in the genus, based on
mitochondrial sequences. This diversity may be reflected in the divergence demonstrated
between samples from Rio de Janeiro and others in the rest of the distribution, forming
paraphyletic groups. The forest refuges that occurred in Pleistocene, which caused
phylogeographic discontinuities demonstrated in other animal species in the region of Séo
Paulo, may be the cause of this divergence. The aim of this study was to evaluate the
phylogeographic relationship of S. nigritus samples from RJ and SP, comparing
mitochondrial gene sequences with those available in GenBank®, investigating mainly the
haplotypic divergence of RJ populations from others in the rest of the distribution. Were
analyzed individuals from five populations in RJ state: Ilha da Marambaia (IM), Reserva
Biologica de Poco das Antas (RBPA), Parque Nacional do Itatiaia (PNI), Tijuca (PNT) and
Serra dos Orgios (PARNASO); and ex situ specimens from Guaratiba/RJ (Gua) and cities of
SP: capital (cSP), Sdo José dos Campos (SJC), Sdo Sebastido (SS), Paraibuna (PB) and
Campos do Jordao (CJ). Phylogenetic analysis, haplotype networks and divergence between
groups were performed comparing the sequences obtained by PCR amplification of
cytochrome c oxidase | (MT-CO1) and Il (MT-CO2) and cytochrome b (MT-CYB)
mitochondrial genes with others of S. nigritus, available in GenBank®, from Angra dos Reis,
SP, PR and Argentina. 27 amplicons of the MT-CO1, 23 of the MT-CO2 and 22 of the MT-
CYB genes were sequenced. Phylogenetic trees of Maximum Likelihood demonstrated, for
MT-CO1 and MT-CYB, two groups among the samples of S. nigritus, in a paraphiletic way.
Sequences from IM, Gua, PNT, PARNASO and RBPA (besides Angra dos Reis for MT-
CYB), formed a clade, called "S. nigritus east". The sequences from PNI, SP, PR and/or
Argentina formed another clade, called "S. nigritus west". In the MT-CO2 gene analysis, three
clades were formed: “S. nigritus east”, “S. nigritus west” (with samples of PNI and SP) and a
third clade with sequences from Argentina. The differences observed through the
phylogenetic trees were confirmed by the haplotype networks, which showed 11 to 17
mutations between "S. nigritus east" and "S. nigritus west", and at least 27 between these and
"S. nigritus Argentina” (MT-CO2). The genetic distance values allowed a more precise
quantification of the divergence between the groups. For the MT-COL1 gene, the value
d=0.0032 obtained in the comparison between “S. nigritus east” and “S. nigritus west” is
lower than the expected value in the comparison between populations of the same species
using this gene (d=0.0089+0.0016). Similarly, the distance between these groups using the
MT-CYB gene (d=0.0421), although greater than estimated between populations
(d=0.0138+0.003), is still lower than the expected in subspecies comparison
(d=0.0510+0.0091). However, the values obtained with MT-CO2 between the groups "S.
nigritus east” and "S. nigritus west" (d=0.0263) and of these with sequences from Argentina
(d=0.0605 and d=0.0638, respectively) correspond to the expected between subspecies
(d=0.02) or even between different species (d=0.0582) in comparisons based on this gene.
The mitochondrial analyses confirmed the divergence between populations in RJ, with the
exception of the PNI, and the rest of the studied localities, which should be the result of the
forest refuges and the influence of the Paraiba do Sul River as a barrier. The observed groups
may represent evolutionary significant units (ESU), which must be considered in the
conservation of S. nigritus.

Keywords: DNA sequencing, Haplotype networks, Genetic divergence.
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1 INTRODUCAO

A histdria evolutiva dos macacos-prego (Sapajus) e caiararas (Cebus) tem sido alvo de
diversos estudos recentes que buscam, através do entendimento das relagfes entre as espécies,
0 meio pelo qual seus ancestrais migraram e ocuparam as Americas do Sul e Central (Silva Jr,
2001; Lynch Alfaro et al., 2012a; Lynch Alfaro et al., 2012b; Nascimento et al., 2015; Lima
et al., 2017; Martins-Jr et al., 2018).

A proposta de classificacdo mais recente descreve que a divergéncia inicial entre os
ancestrais dos géneros (Figura 27) se deu entre 5,8 e 6,8 milhdes de anos (Ma) atras (Lynch
Alfaro et al., 2012a; Lima et al., 2017; Martins-Jr et al., 2018), tendo origem no norte da
Ameérica do Sul devido ao surgimento do Rio Amazonas (Lynch Alfaro et al., 2012a), datado
em 7 Ma (Hoorn et al., 2010). O tempo de divergéncia estimado entre Sapajus e Cebus é tdo
antigo quanto o encontrado, por exemplo, entre humanos (Homo) e chimpanzés (Pan), datado
em 6,5 Ma (Perelman et al., 2011).

A partir desse evento de vicariancia na bacia Amazonica, os ancestrais de Cebus
teriam ficado restritos na regido das Guianas e posteriormente radiado pela Amazo6nia, Andes,
norte da Colémbia, Venezuela e América Central. Os ancestrais de Sapajus teriam migrado
em direcdo ao sul, para a regido da Mata Atlantica, onde permaneceram a maior parte de sua
historia evolutiva. A partir desta regido, as espécies de Sapajus expandiram sua distribuicao
em direcdo ao norte, reocupando a Amazbnia h& aproximadamente 400 mil anos, onde
estabeleceram areas de simpatria com espécies de Cebus. Estima-se que a diversifica¢do tenha
iniciado na transicdo Plio-Pleistoceno, ha aproximadamente 2,7 Ma para Sapajus e 2,1 Ma
para Cebus (Lynch Alfaro et al., 2012a).

Outras teorias para a divergéncia entre os géneros ja foram propostas, como a que
sugere a presenca do ancestral comum aos géneros na Mata Atlantica e estes terem evoluido a
partir dessa regido (Nascimento et al., 2015). Entretanto, a vicariancia na bacia Amazonica foi
posteriormente confirmada, com agregacdo de um maior nimero amostral de diferentes
regibes geograficas e pela inclusdo de novos marcadores moleculares (Lima et al., 2017).
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Figura 27: Filogenia obtida através do sequenciamento dos genes mitocondriais 12S e
citocromo b, demonstrando a separagdo e o tempo de divergéncia (escala) das espécies de
Cebus e Sapajus. Adaptado de Lynch Alfaro et al. (2012a).

O inicio da diversificacdo de Sapajus na Mata Atlantica, associado ao longo periodo
de permanéncia de seus ancestrais nessa regido (a0 menos 2,2 Ma), propiciou maior
diversidade no fendtipo e no nimero de espécies que atualmente ocupam esse habitat (S.
nigritus, S. robustus, S. xanthosternos e S. flavius — Figura 28) em comparagdo com aquelas
da Amazonia (S. macrocephalus e S. apella) e do Cerrado e Caatinga (S. cay e S. libidinosus -
Lynch Alfaro et al., 2012a).
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Figura 28: Distribuicdo das espécies de Sapajus na América do Sul. Retirado de Lynch
Alfaro et al., 2012a.

Analises filogenéticas demonstram as espécies da Mata Atlantica agrupando em clados
monofiléticos (Lima et al., 2017; Lima et al., 2018), enquanto aquelas presentes na
Amazonia, Caatinga e Cerrado comumente formam clados em politomia (Lynch Alfaro et al.,
2012a; Nascimento et al., 2015; Lima et al., 2017; Lima et al., 2018; Martins-Jr et al., 2018).
A dificuldade em estabelecer a filogenia de algumas espécies é atribuida ao rapido processo
evolutivo na expansdo de Sapajus, denominado como “explosive process”, que propiciou
relativamente pouco tempo para a diferenciacdo genética significativa das espécies da
Amazonia, Caatinga e Cerrado (Lynch Alfaro et al., 2012a; Martins-Jr et al., 2018).

Algumas estimativas destacam S. nigritus como a primeira espécie a se diferenciar na
historia evolutiva dos macacos-prego, sendo grupo irmao para as demais (Lynch Alfaro et al.,
2012a; Lynch Alfaro et al., 2012b), com tempo de surgimento de 357 mil anos, seguida por S.
xanthosternos, ha 276 mil anos (Ruiz-Garcia et al., 2012), com ambas as espeécies ja tendo
sido demonstradas proximamente relacionadas (Lima et al., 2017; Martins-Jr et al., 2018).
Geralmente, S. robustus agrupa de forma mais proxima a S. nigritus e S. xanthosternos
(Lynch Alfaro et al., 2012a; Nascimento et al., 2015; Lima et al., 2017; Lima et al., 2018) e
as demais (S. flavius, S. cay, S. libidinosus, S. apella e S. macrocephalus) formam um
subclado em arranjos parafiléticos (Lynch Alfaro et al., 2012a; Lima et al., 2017; Lima et al.,
2018; Martins-Jr et al., 2018).

Embora a monofilia de S. nigritus tenha sido identificada (Lima et al., 2017; Lima et
al., 2018), grupamentos parafiléticos foram demonstrados sem relagdo as subespécies (Lynch
Alfaro et al., 2012a; Nascimento et al., 2015; Martins-Jr et al., 2018), S. n. cucullatus, que
ocorre na porc¢do sul do estado de Séo Paulo, regido Sul do Brasil e Argentina, e S. n. nigritus,
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que ocorre ao norte de SP e demais estados do Sudeste (Groves, 2001a; Rylands et al., 2005;
Lynch Alfaro et al., 2014). Nos casos onde S. nigritus € demonstrada como um grupo
parafilético, a divergéncia se da por amostras do estado do Rio de Janeiro em relacéo a outros
pontos da distribui¢do, como o demonstrado por uma sequéncia amplificada a partir do gene
mitocondrial citocromo b, proveniente da cidade de Angra dos Reis (Lynch Alfaro et al.,
2012a; Nascimento et al., 2015; Martins-Jr et al., 2018). O fato dessa amostra nao ter
agrupado com outras de S. nigritus, de S&o Paulo e da Argentina, mas sim com S.
xanthosternos (Figura 29a), foi ressaltado por Martins-Jr et al. (2018). A mesma amostra
também ndo agrupou com outras de S. nigritus, de Minas Gerais, Sdo Paulo e Argentina, nos
achados de Lynch Alfaro et al. (2012a; Figura 29b) e Nascimento et al. (2015; Figura 29c). A
partir da andlise do gene mitocondrial citocromo c oxidase Il de individuos da llha da
Marambaia, Rio de Janeiro, em comparacdo com sequéncias de S. nigritus da Argentina,
também foi identificada divergéncia, com agrupamentos em clados distintos, sendo
demonstrada maior proximidade da populacdo da llha da Marambaia com S. xanthosternos
(Penedo, 2016).
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Figura 29: Arvores filogenéticas obtidas, em trés estudos distintos, com 0 gene
mitocondrial citocromo b de espécies Sapajus destacando (setas) a posi¢do da amostra de S.
nigritus do estado do Rio de Janeiro, ndo agrupando com outras da mesma espécie,
provenientes de S&o Paulo, Minas Gerais e Argentina. (A) modificado de Martins-Jr et al.
(2018); (B) modificado de Lynch Alfaro et al. (2012a); (C) modificado de Nascimento et al.
(2015).
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1.1 Justificativa

Conhecer a diversidade das espécies de Sapajus é fundamental para esforcos de
conservacdo, uma vez que seus habitats estdo cada vez mais degradados e informacdes
genéticas podem ser perdidas antes mesmo que sejam identificadas (Rylands et al., 2005).

Dentre as espécies da Mata Atlantica, S. nigritus ja foi identificada com a maior
diversidade genética, estimada com base em amostras apenas da Argentina (Ruiz-Garcia et
al., 2012). Com a mais ampla distribuicdo geografica dentre as espécies desse bioma (Lynch
Alfaro et al., 2012a), a diversidade de S. nigritus pode ser ainda maior se analisadas amostras
das duas subespécies reconhecidas, S. n. nigritus e S. n. cucullatus (Groves, 2001a; Rylands et
al., 2005; Lynch Alfaro et al., 2014), incluindo nas anélises, principalmente, mais localidades
do Rio de Janeiro, onde ja foram demonstradas divergéncias (Lynch Alfaro et al., 2012a;
Nascimento et al., 2015; Penedo, 2016; Martins-Jr et al., 2018).

Assim como foi demonstrada entre S&o Paulo e Rio de Janeiro uma zona de transi¢ao
entre 0s padroes de pelagem preto e marrom e a ocorréncia de polimorfismos de
heterocromatina constitutiva extra-centromérica no par 11 (capitulos I e Il), a divergéncia
mitocondrial de amostras de S. nigritus do estado do Rio de Janeiro para o restante da
distribuicdo pode estar relacionada a descontinuidade filogeografica decorrente de reflgios
florestais (Haffer, 1969; Vanzolini & Williams, 1970; Brown & Ab’Saber, 1979).

As divergéncias observadas em diferentes grupos animais, como em aves, anuros,
répteis e morcegos, relacionadas a refugios florestais, foram demonstradas através da
comparacdo entre sequéncia de regides mitocondriais (Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al.,
2007; Cabanne et al., 2008; Carnaval et al., 2009; Martins et al., 2009). O DNA mitocondrial
possui vantagens em estudos de filogenia, se comparado ao DNA nuclear, como maior taxa de
mutacdo, auséncia de recombinagdo e heranca materna (Simon et al., 2006). Os genes
mitocondriais citocromo c¢ oxidase I, 1l e citocromo b, que codificam algumas das mais
conservadas proteinas envolvidas no sistema de transporte de elétrons da cadeia respiratoria,
sdo considerados especialmente importantes, devido as suas taxas de mutacdo (Lunt et al.,
1996; Sicheritz-Pontén et al., 1998). Estes genes sdo considerados variaveis o suficiente para
inferir relacGes entre populacGes ou espécies proximas, como também sdo conservados o
bastante para questdes filogenéticas entre grupos menos relacionados (Meyer, 1994; Lunt et
al., 1996; Brown et al., 1982; Seuanez et al., 2005; Lynch Alfaro et al., 2014), sendo
empregados nos mais diversos grupos animais (Ex.: Ascunce et al., 2003; Kartavtsev, 2011;
Ruiz-Garcia et al., 2012; Ruiz-Garcia et al., 2016).

Tanto a diversidade intraespecifica de S. nigritus como as relacdes filogenéticas com
as demais espécies do género tém sido estabelecidas a partir da amplificacdo e analise dos
genes mitocondriais citocromo c oxidase I, 1l e citocromo b, além da regido D-loop, utilizando
de duas a sete amostras provenientes de um numero ainda restrito de areas dentro da
distribuicdo da espécie, em sua maioria provenientes de exemplares de museus (Lynch Alfaro
et al., 2012a; Ruiz-Garcia et al., 2012; Nascimento et al., 2015; Lima et al., 2017; Lima et al.,
2018; Martins-Jr et al., 2018). A anélise destes trés genes mitocondriais na identificacdo das
relacOes filogeograficas e da diversidade de S. nigritus, comparando amostras de vida livre do
estado do Rio de Janeiro com outros pontos da distribuicdo, podera contribuir para o
entendimento da variabilidade genética da espécie, ja demonstrada no capitulo 1l ao nivel
cromossoémico, e agregar dados que auxiliem na sua conservacgao.
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1.2 Objetivos

Analisar a relacdo filogenética entre sequéncias de DNA mitocondrial de Sapajus
nigritus provenientes de seis localidades do estado do Rio de Janeiro e de cinco do estado de
Sdo Paulo, em comparacdo com sequéncias Sapajus spp. da literatura, verificando a
sustentacdo da divergéncia ja observada entre amostras do estado do Rio de Janeiro para o
restante da distribuicdo de S. nigritus. Hipotese: as amostras obtidas serdo agrupadas com
sequéncias de S. nigritus do GenBank®, sendo observada divergéncia entre aquelas do estado
do Rio de Janeiro com as demais na distribuicdo de S. nigritus.

Avaliar a diversidade haplotipica intraespecifica, analisando as amostras de S. nigritus
obtidas neste estudo em comparacdo com outras da literatura para a espécie. Hipotese: serdo
confirmados parametros de diversidade e divergéncia genética maiores que os observados
para outras espécies de Sapajus na literatura.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Amostras de Sapajus nigritus utilizadas nas anlises

Foram analisadas sequéncias dos genes mitocondriais citocromo c oxidase | (MT-
CO1) e Il (MT-CO2) e citocromo b (MT-CYB) de individuos de S. nigritus de todas as
localidades de vida livre amostradas no estado do Rio de Janeiro: Parque Nacional do Itatiaia
(PNI), llha da Marambaia (IM), Parque Nacional da Tijuca (PNT), Parque Nacional da Serra
dos Orgdos (PARNASO) e Reserva Bioldgica de Poco das Antas (RBPA), além daqueles de
cativeiro, provenientes do bairro de Guaratiba (Gua), cidade do Rio de Janeiro, e de cinco de
cidades do estado de S&o Paulo, capital (cSP), Sdo José dos Campos (SJC), Paraibuna (PB),
Campos do Jordao (CJ) e Sdo Sebastido (SS).

As descri¢des dos locais de estudo in situ do estado do Rio de Janeiro, das instituicdes
onde foram obtidas as amostras ex situ, os procedimentos de captura, sedacéo, identificacéo
individual, retorno da sedagé&o, soltura dos animais e licencgas estdo descritos nos itens 2.1, 2.2
e 2.4 do capitulo I. A coleta das amostras de sangue esta descrita no item 2.2 do capitulo I1.

2.2  Extracdo do DNA

A obtencdo de DNA a partir de sangue total foi realizada através da extragcdo por
Fenol-Cloroférmio (Sambrook et al., 1989), com modificagdes. Esta técnica tem, por
procedimento inicial, a utilizagdo de tampéo de digestdo (composto por 500 puL de TNE 1X,
50 L de Tris-HCI 1M pH 8,0, 24 pL de SDS 25% e 10 uL de Proteinase K 10 mg/mL) para
promover a lise celular e digestdo enzimatica das proteinas, em microtubos plasticos de 1,5
mL, no qual foram adicionados 150 pL de sangue total. Os microtubos foram levados ao
banho-maria a 37°C overnight, para solubilizacdo da membrana plasmatica e remogédo de
proteinas celulares. Ap6s esse periodo, 500 pL de Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico (na
proporcao 25:24:1) foram adicionados, e o conteudo agitado, formando uma emulséo leitosa.
Nesta etapa sdo desnaturadas as proteinas presentes no material genético, além de removidos
lipideos e boa parte dos polissacarideos. Os tubos foram centrifugados a 13200 xg, por 5 min.
O sobrenadante, contendo o DNA, foi removido para um microtubo limpo e identificado de
1,5 mL, no qual foram adicionados 500 uL de cloroférmio, seguido de agitacdo. Esta etapa
permite remover tragos de fenol restantes no DNA, além de polissacarideos ndo removidos na
etapa anterior. Uma nova centrifugacdo a 13200 xg por 5 min foi realizada e o sobrenadante
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removido para um novo tubo identificado de 1,5 mL. Neste, foi adicionado 1 mL de etanol
absoluto gelado, e o frasco foi invertido cuidadosamente, para que o material genético fosse
desidratado e aglutinado. Apos nova centrifugacdo a 13200 xg por 10 min foi retirado o etanol
absoluto e adicionado 1 mL de etanol 70%, também gelado, a fim de hidratar o DNA. Os
tubos foram invertidos cuidadosamente e nova centrifugagcdo a 13200 xg por 5 min foi
efetuada. Os procedimentos com etanol absoluto e 70% foram repetidos por mais duas vezes,
de modo a minimizar a contaminagdo por fenol. Apos a Ultima centrifugagdo, o alcool 70%
foi descartado e os tubos foram mantidos de cabeca para baixo, em toalha de papel limpa, até
ficarem completamente secos. Por fim, 50 uL de tampao TE 1X (Tris—HCI 10 mM + EDTA 1
mM), que inativa cations essenciais para a atividade de enzimas DNAses, como Ca?* e Mg?*,
foram adicionados e os tubos foram levados ao banho-maria a 37 °C para dissolucdo do DNA,
sendo posteriormente armazenados em freezer a -20 °C.

O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio (10 mg/mL). Foi aplicado 1 pL de cada amostra de DNA com 0,5 pL de tampao de
arrasto (6X Loading Buffer - Promega®), além de soluges de DNA Lambda (Promega®) com
concentragdes conhecidas de 12,5, 25 e 50 ng/uL para quantificacdo. O gel foi submetido a
eletroforese a 76 V por 40 min e o resultado foi analisado em transiluminador L.Pix Loccus
(Biotecnologia®) e fotografado utilizando o software do aparelho.

2.3  Amplificacdo de fragmentos de DNA mitocondrial por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

2.3.1 Gene Citocromo ¢ Oxidase | (MT-CO1)

As reacOes de PCR para amplificacdo do gene mitocondrial MT-CO1 foram realizadas
utilizando-se 0 conjunto de primers Fish1SapF
(5TCAACTAACCATAAGGATATTGGTACS) e Fish1SapR
(5TATACCTCTGGGTGACCAAAAAATCAZ'), descritos por Lima et al. (2017). Parte das
amostras (da IM e do PNI) foram geradas pela Dr® Denise Nogueira, durante seu projeto de
Pds-Doutorado, realizado no laboratério do Departamento de Ecologia, Genética y Evolucién,
da Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina,
utilizando o mesmo conjunto de primers.

As reacdes foram preparadas para um volume final de 25 pL, contendo tampédo 2X
Master Mix (Promega®) em concentragéo final de 1X, primers em concentragéo final de 0,5
MM cada, DNA com concentracOes variando de 10 a 30 ng/pL e completado o volume com
agua ultrapura. Para todas as rea¢des foram incluidos um controle positivo, com uma amostra
gue ja havia amplificado anteriormente, e um controle negativo, com agua ao invés de DNA,
para avaliar possiveis contaminacdes dos reagentes.

A amplificagdo ocorreu em um termociclador (ProFlex™ PCR System - Applied
Biosystems® ThermoFisher Inc.) utilizando-se os ciclos de temperatura descritos por Lima et
al. (2017): temperatura inicial de 95°C por 5 min; 30 ciclos de 94°C por 45 s para
desnaturacdo das fitas de DNA, 60°C por 45 s para anelamento dos primers com a regido
flanqueadora da sequéncia-alvo, e 72°C por 1 min para extensdo da amplificagdo, pela Taq
DNA polimerase; além de uma temperatura de 72°C por 5 min para extensao final.
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2.3.2 Gene Citocromo ¢ Oxidase 11 (MT-CO2)

As reacoes de PCR para amplificacdo do gene mitocondrial MT-CO2 foram realizadas
utilizando-se o conjunto de primers L7552 (5-AACCATTTCATAACTTTGTCAA-3) e
H8321 (5'-CTCTTAATCTTTAACTTAAAAG-3'), descritos por Ruvolo et al. (1991).

As reacOes foram preparadas para um volume final de 25 pL, contendo tampédo 2X
Master Mix (Promega®) em concentracéo final de 1X, primers em concentracgéo final de 0,5
UM cada, DNA com concentracfes variando de 10 a 30 ng/pL e completado o volume com
agua ultrapura. Para todas as rea¢6es foram incluidos um controle positivo e um negativo.

A amplificacdo ocorreu em um termociclador (ProFlex™ PCR System - Applied
Biosystems® ThermoFisher Inc.) utilizando-se os ciclos de temperatura descritos por Ruiz-
Garcia et al. (2012), com modificacdes: temperatura inicial de 95°C por 5 min; 35 ciclos de
95°C por 1 min para desnaturacdo das fitas de DNA, 50°C por 1 min para anelamento dos
primers com a regido flanqueadora da sequéncia-alvo, e 72°C por 1 min para extensdo da
amplificacdo, pela Tag DNA polimerase; além de uma temperatura de 72°C por 5 min para
extensdo final.

2.3.3 Gene Citocromo b (MT-CYB)

As reagdes de PCR para amplificagdo do gene mitocondrial MT-CYB foram realizadas
utilizando-se 0 conjunto de primers MonkeyGluF1 (5'-
CCATGACTAATGATATGAAAARCC-3") e MonkeyProR 1 (5'-
AGAATSTCAGCTTTGGGTGTTG-3'), descritos por Boubli et al. (2018).

As reacOes foram preparadas para um volume final de 25 pL, da mesma forma que
para o gene COII, contendo tampao 2X Master Mix (Promega®) em concentracéo final de 1X,
primers em concentragéo final de 0,5 uM cada, DNA com concentragdes variando de 10 a 30
ng/uL e completado o volume com agua ultra pura. Para todas as rea¢cdes foram incluidos um
controle positivo e um negativo.

A amplificacdo ocorreu em um termociclador (ProFlex™ PCR System - Applied
Biosystems® ThermoFisher Inc.) utilizando-se os ciclos de temperatura descritos por Hoyos et
al. (2016), com temperatura inicial de 94°C por 2 min; 34 ciclos de 94°C por 30 s para
desnaturacdo das fitas de DNA, 50°C por 30 s para anelamento dos primers com a regido
flanqueadora da sequéncia-alvo, e 72°C por 2 min para extensdo da amplificacdo, pela Taq
DNA polimerase; além de uma temperatura de 72°C por 10 min para extensao final.

2.4 Analise dos produtos de PCR em gel de agarose

Todos os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etidio (10 mg/mL), de modo a verificar o sucesso nas amplificacdes. Foi aplicado
1 pL de cada amostra de produto de PCR com 0,5 pL de tampéo de arrasto (6X Loading
Buffer - Promega®), além de DNA ladder (100 pb Ludwig Biotec LTDA.) para avaliagio do
tamanho dos fragmentos amplificados e possiveis contaminagdes. Os geis foram submetido a
eletroforese a 100 V por 1h e 30 min e o resultado foi analisado em transiluminador L.Pix
Loccus (Biotecnologia®) e fotografado utilizando o software do aparelho.
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2.5  Sequenciamento e andlise de eletroferogramas

Parte dos amplicons do gene MT-CO1 foram sequenciados na Macrogen Inc. (Coréia
do Sul) e do gene MT-CO2 no Laboratdério de Genética Marinha do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, na Universidade do Estado do Rio de Janeiro. O restante dos
sequenciamentos dos genes mitocondriais MT-CO1, MT-CO2 e MT-CYB, foi realizado na
ACTGene Analises Moleculares Ltda.

A andlise dos eletroferogramas foi realizada no software Chromas v2.6.6
(Technelysium Pty Ltd) e as sequéncias foram checadas manualmente.

2.6 Andlises filogenéticas

Utilizando o software Mega v10.1.7 (Kumar et al. 2018) as sequéncias foram
alinhadas através do método de ClustalW e as relacGes filogenéticas inferidas com o método
de Méxima Verossimilhanca, seguindo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980). O
suporte para cada clado foi estimado pelo método de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base
em 1000 replicagdes.

Para comparacdo com os dados obtidos, foram utilizadas sequéncias disponiveis na
literatura, a maioria depositadas no GenBank® e algumas cedidas por Dr. Manuel Ruiz-
Garcia, da Pontificia Universidade Javeriana, Colémbia. Dos genes mitocondriais MT-CO1 e
MT-CYB foram utilizadas sequéncias de todas as espécies de Sapajus (S. nigritus, S. robustus,
S. xanthosternos, S. cay, S. macrocephalus, S. libidinosus, S. flavius e S. apella) e do gene
MT-CO2 estavam disponiveis apenas sequéncias de S. nigritus, S. xanthosternos e S. cay. Foi
incluida, ainda, uma sequéncia de espécies de Cebus como grupo externo em cada analise. A
identificagdo das sequéncias, espécie correspondente, origem geografica, codigos GenBank® e
referéncias estdo organizadas no Anexo II.

2.7  Andlises de diversidade genética, redes de haplotipos e divergéncia entre grupos

indices de diversidade genética foram estimados para as sequéncias de S. nigritus
obtidas neste estudo em comparacdo com aquelas da literatura para esta espécie (Anexo I11).
Utilizando os software DnaSP v.6.12.03 (Rozas et al., 2017) e Arlequim v.3.5.2.2 (Excoffier
et al., 2005), foram calculados: nimero de hapl6tipos (h) e de sitios polimorficos (S); além da
diversidade haplotipica (Hd), que estima a probabilidade de serem amostrados dois haplétipos
diferentes em um conjunto de sequéncias; e diversidade nucleotidica (m), que representa o
namero médio de diferencas entre duas sequéncias por sitio.

A relacdo entre as sequéncias de S. nigritus foi analisada através das redes de
haplo6tipos geradas pelo método Median-joining (Bandelt et al., 1999) no software Network
(Fluxus Technology Ltd).

Foi feita ainda a estimativa de distancia genética (d) entre grupos de S. nigritus,
através do modelo p-distance, considerando todas as substitui¢cbes nucleotidicas, utilizando o
software Mega v10.1.7 (Kumar et al. 2018).
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3 RESULTADOS

Foram sequenciados aproximadamente 655 pb do gene mitocondrial MT-CO1 para 27
amostras, sendo 24 do estado do Rio de Janeiro: 11 da IM, trés do PNI, trés do PNT, trés do
PARNASO, trés da RBPA e uma de Gua; além de trés do estado de Sdo Paulo: uma de SJC,
uma da cSP e uma de CJ. Do gene MT-CO2 foram sequenciados entre 554 e 731 pb para 23
amostras, sendo 21 do Rio de Janeiro: oito da IM, trés do PNI, trés do PNT, trés do
PARNASO, trés da RBPA e uma de Gua; além de duas de Sao Paulo: uma de SJC e outra de
CJ. Para 0 gene MT-CYB foram sequenciados entre 709 e 859 pb de 22 amostras, sendo 17 do
Rio de Janeiro: quatro da IM, trés do PNI, trés do PNT, trés do PARNASO, trés da RBPA e
uma de Gua; além de cinco de Sao Paulo: uma de cSP, uma de SJC, uma de CJ, uma de SS,e
uma de PB.

3.1 Analises filogenéticas com base em genes mitocondriais em Sapajus spp.

As arvores de Méaxima Verossimilhanca obtidas a partir dos alinhamentos das
sequéncias dos trés genes mitocondriais (MT-CO1, MT-CO2 e MT-CYB) demonstraram,
dentre as amostras de S. nigritus, dois ou trés grupamentos distintos, cada, todos de forma
parafilética.

Com o gene MT-COL1 (Figura 30), formaram-se dois clados distintos de S. nigritus, um
deles com amostras de Séo Paulo (cSP, CJ, SJC, S nigritus_01_SP, S nigritus 02 _SP e
S _nigritus 03 PR) e trés do PNI, sendo chamado de clado “S. nigritus oeste”. A maioria das
sequéncias de S. nigritus do estado do Rio de Janeiro (uma do PNT, trés da RBPA, a de Gua,
trés do PARNASO e 11 da IM) foi agrupada em um segundo clado, denominado “S. nigritus
leste”, sendo mais proximo a S. xanthosternos, ainda que sem sustentacdo de bootstrap (<50).
Outro clado foi formado com o restante das sequéncias de S. cay, S. apella, S. macrocephalus,
S. libidinosus, S. robustus e S. flavius, na maioria em politomia, incluindo duas do PNT.
Somente S. flavius teve agrupamento mais consistente (bootstrap = 84) entre as suas
sequéncias.

Com o gene MT-CO2 (Figura 31), formaram-se trés grupamentos distintos de S.
nigritus. Um dos clados foi formado com amostras do Rio de Janeiro obtidas neste estudo
(oito da IM, uma de Gua, trés do PARNASO, uma do PNT e trés da RBPA), denominado “S.
nigritus leste”. Um segundo clado, denominado “S. nigritus oeste”, foi formado com duas
amostras de Sao Paulo (CJ e SJC) e trés do PNI, todas também obtidas neste estudo. Ambos
0s grupamentos foram proximamente relacionados, embora com baixa sustentacdo de
bootstrap (55). Um terceiro grupo foi formado em parafilia, com trés amostras de S. nigritus
da Argentina (S_nigritus_01_Arg, S_nigritus_02_Arg e S nigritus_03_Arg), além de uma
sequéncia de S. cay. Diferente do que foi observado com o gene MT-CO1, ndo houve
agrupamento com S. xanthosternos. Novamente, duas amostras do PNT ndo agruparam com
S. nigritus, estando mais proximas a S. cay.

Com o gene MT-CYB (Figura 32), houve o agrupamento de todas sequéncias de S.
xanthosternos em um clado Unico. Em seguida, foram agrupadas amostras de S. nigritus
provenientes do estado do Rio de Janeiro (quatro da IM, uma de Gua, trés do PARNASO,
uma do PNT, trés da RBPA e uma de Angra dos Reis = S_nigritus_04_RJ), sendo o clado
denominado “S. nigritus leste”. Outro agrupamento foi formado com as trés sequéncias do
PNI, oito de Séo Paulo (cSP, CJ, SS, SJC, PB, S nigritus_02_SP, S nigritus_ 06_SP e
S nigritus_ 07 _SP), trés do Parand (S_nigritus 08 PR, S nigritus 09 PR e
S_nigritus_10_PR) e uma da Argentina (S_nigritus_05 Arg), sendo o clado denominado “S.
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nigritus oeste”. Um ultimo clado, em politomia, foi formado por sequéncias de S. cay, S.
apella, S. macrocephalus, S. libidinosus, S. robustus e S. flavius, além de duas sequéncias do
PNT e duas de S. nigritus (S_nigritus_01_SP e S_nigritus_03_MG).
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Figura 30: Arvore filogenética construida através do método de Maxima
Verossimilhanga, segundo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980), pela comparacéo
de sequéncias do gene mitocondrial citocromo c¢ oxidase | (MT-CO1). Estdo demonstradas as
relagOes das amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), provenientes dos estados do
Rio de Janeiro e de S&o Paulo, com sequéncias do GenBank® para esta e outras espécies. Os
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nameros nas ramificacdes correspondem a valores de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base

em 1000 replicacgdes, estando representados apenas aqueles maiores que 50.
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Figura 31: Arvore filogenética construida através do método de Méxima
Verossimilhanga, segundo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980), pela comparacéo
de sequéncias do gene mitocondrial citocromo c¢ oxidase 1l (MT-CQO2). Estdo demonstradas as
relacGes das amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), provenientes dos estados do
Rio de Janeiro e de S3o Paulo, com sequéncias do GenBank® e fornecidas por Dr. Manuel
Ruiz-Garcia (com. pess.) para esta espécie, S. cay e S. xanthosternos. Os numeros nas
ramificacOes correspondem a valores de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base em 1000
replicacdes, estando representados apenas aqueles maiores que 50.
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Figura 32: Arvore filogenética construida através do método de Méxima
Verossimilhanga, segundo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980), pela comparacéo
de sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (MT-CYB). Estdo demonstradas as relaces
das amostras de Sapajus nigritus (Platyrrhini, Cebidae), provenientes dos estados do Rio de
Janeiro e de S&o Paulo, com sequéncias do GenBank® para esta e outras espécies. Os nlimeros
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nas ramificagdes correspondem a valores de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base em 1000
replicacdes, estando representados apenas aqueles maiores que 50.

3.2 Divergéncia entre grupos e diversidade genética de S. nigritus

As andlises de divergéncia entre 0s grupos e a diversidade haplotipica em S. nigritus
foram realizadas somente com sequéncias desta espécie, incluindo as amostras obtidas neste
estudo e aquelas da literatura. Foram excluidas as sequéncias de dois individuos do PNT
(PNT_02 e PNT_03) para os trés genes, por nao terem agrupado nos clados de S. nigritus nas
anlises filogenéticas, além de duas sequéncias do GenBank®, referentes ao gene MT-CYB
(S_nigritus_01_SP e S_nigritus_03_MG), por terem agrupado no clado em politomia.

3.2.1 Redes de hapl6tipos

As redes de hapl6tipos evidenciaram 0s mesmos agrupamentos entre sequéncias de S.
nigritus identificados através das relacBes filogenéticas obtidas pelo método de Méaxima
Verossimilhanca.

Por meio da analise das sequéncias do gene MT-CO1, em cada um dos grupamentos,
“S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste”, foram identificados trés haplétipos, e a separacao
entre esses grupos se deu por pelo menos 17 mutacdes (Figura 33). No grupamento leste, IM,
Gua e PARNASO compartilham o mesmo haplétipo, que diferiu do obtido para RBPA por
sete e do PNT por nove mutacbes. No grupamento oeste, PNI, CJ, S nigritus 02 _SP e
S_nigritus_03_PR compartilham o mesmo haplétipo, assim como foi observado para SJC e
cSP. A sequéncia S_nigritus_01_SP representou um hapl6tipo distinto dos demais. Os
hapl6tipos deste grupamento foram separados por no méaximo duas mutacoes.

PNT

SJC + cSP

RBPA

S nigritus_01_SP

PNI
cJ
S nigritus_02_SP
S nigritus_03_PR
IM

Gua
PARNASO

Figura 33: Rede de haplotipos gerada pelo método Median-joining (Bandelt et al.,
1999) através da comparacao de sequéncias do gene mitocondrial citocromo c¢ oxidase | (MT-
CO1) de Sapajus nigritus, demonstrando dois grupamentos distintos. Os circulos pretos e
brancos correspondem aos grupamentos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste”,
respectivamente. Pontos vermelhos representam hapl6tipos hipotéticos. O tamanho dos
circulos pretos e brancos é proporcional ao numero de sequéncias de cada haplétipo. Os tracos
representam o nimero de passos mutacionais entre haplétipos.
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Através da analise das sequéncias do gene MT-CO2, os trés grupamentos de
haplétipos, “S. nigritus oeste”, “S. nigritus leste” ¢ “S. nigritus Argentina” foram
identificados com dois, seis e dois haplotipos, respectivamente (Figura 34). Os agrupamentos
formados pelas amostras obtidas neste estudo, de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro, foram
separados daquele formado com sequéncias da Argentina por pelo menos 27 mutaces, e
entre si por ao menos 11 mutacgdes. Assim como obtido com o gene MT-CO1, no grupamento
“S. nigritus leste”, IM, Gua ¢ PARNASO compartilham um haplétipo. Entretanto, na IM
foram identificados outros trés haplotipos, divergindo por uma mutacdo cada. A distancia
genética entre os haplotipos deste grupo para aqueles da RBPA e do PNT se deu pelo menos,
por sete muta¢des cada. No grupamento “S. nigritus oeste”, CJ e SJIC compartilham um
haplétipo, que diferiu do PNI por apenas duas mutac6es. Dentre as sequéncias da Argentina,
foram identificados dois haplétipos, separados por 10 mutacdes.

S nigritus_02_Arg
RBPA

cJ +8JC ./'

IM
Gua r
M PARNASO L. S nigritus_01_Arg
S nigritus_03_Arg

PNI

Figura 34: Rede de haplotipos gerada pelo método Median-joining (Bandelt et al.,
1999) através da comparacao de sequéncias do gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase Il (MT-
CO2) de Sapajus nigritus, demonstrando trés grupamentos. Os circulos em cinza, preto e
branco correspondem aos grupamentos “S. nigritus oeste”, “S. nigritus leste” e “S. nigritus
Argentina”, respectivamente. Pontos vermelhos representam haplétipos hipotéticos. O
tamanho dos circulos cinza, preto e branco é proporcional ao nimero de sequéncias de cada
hapl6tipo. Os tragos representam o nimero de passos mutacionais entre haplotipos.

Pela andlise das sequéncias do gene MT-CYB, nos grupamentos “S. nigritus leste” e
“S. nigritus oeste” foram identificados seis e cinco haplotipos, respectivamente, com pelo
menos 14 mutacOes entre os grupos (Figura 35). No grupo “S. nigritus leste”, apenas
PARNASO e Gua compartilharam um haplétipo, enquanto na RBPA foram observados dois e
na IM e PNT somente um cada. Neste grupo, as distancias genéticas variaram de uma a sete
mutacdes. No grupamento “S. nigritus oeste”, trés haplétipos foram compartilhados: um deles
por cSP, PB, S_nigritus_02_SP e S_nigritus_06_SP; outro por SS e S_nigritus_07_SP; e o
terceiro  por CJ, S_nigritus 05 Arg, S nigritus 08 PR, S nigritus 09 PR e
S_nigritus_10 _PR. As sequéncias de SJC e do PNI representaram hapl6tipos unicos. As
distancias, neste grupamento, variaram entre uma e seis mutagoes.
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S nigritus_02_SP
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S nigritus_07_SP
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S nigritus_05_Arg
S nigritus_08_PR
S nigritus_09_PR
S nigritus_10_PR

S nigritus_04_RJ

PNI

Gua
PARNASO

Figura 35: Rede de haplotipos gerada pelo método Median-joining (Bandelt et al.,
1999) através da comparacdo de sequéncias do gene mitocondrial citocromo b (MT-CYB) de
Sapajus nigritus, demonstrando dois grupamentos distintos. Os circulos pretos e brancos
correspondem aos grupamentos “S. nigritus leste” ¢ “S. nigritus oeste”, respectivamente.
Pontos vermelhos representam hapl6tipos hipotéticos. O tamanho dos circulos pretos e
brancos é proporcional ao nimero de sequéncias de cada haplétipo. Os tracos representam o
namero de passos mutacionais entre haplotipos.

3.2.2 Estimativas de distancia genética entre grupos

As estimativas de distancia genética foram realizadas entre os distintos grupos de S.
nigritus identificados pelas andlises filogenéticas e confirmadas pelas redes de haplétipos.
Utilizando os genes MT-CO1 e MT-CYB foram feitas as estimativas entre os grupamentos “S.
nigritus leste” e “S. nigritus oeste”, enquanto para o gene MT-CO2 as distancias foram
estimadas entre os trés grupos, “S. nigritus leste”, “S. nigritus oeste” (PNI, CJ e SJC) e “S.
nigritus Argentina”.

O valor de distancia genética obtido entre os grupamentos “S. nigritus leste” x “S.
nigritus oeste” com o gene MT-COL1 foi o menor dentre os trés genes analisados (0,0032
10,0022). Com o gene MT-CYB, também na comparagdo entre “S. nigritus leste” x “S.
nigritus oeste”, foi obtido d = 0,0421 (+0,0098). Dentre os trés grupamentos com o gene MT-
CO2, a comparagao “S. nigritus leste” x “S. nigritus oeste” resultou em d = 0,0263 (+0,0068),
“S. nigritus leste” x “S. nigritus Argentina” em d = 0,0605 (+£0,0103) e “S. nigritus oeste” x
“S. nigritus Argentina” em d = 0,0638 (£0,0109), sendo estes dois ultimos valores 0s maiores
obtidos nas comparagdes realizadas (Tabela 13).
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Tabela 13: Valores de distancia genética obtidos para grupamentos de Sapajus nigritus
utilizando os genes MT-CO1, MT-CO2 e MT-CYB.

Comparacdes MT-CO1 (d+DP) MT-CYB (d=DP)
S. nigritus leste x S. nigritus oeste 0,0032 +0,0022 0,0421 +0,0098
Comparacodes MT-CO2 (d+DP)
S. nigritus leste
X 0,0263 +0,0068

S. nigritus oeste
S. nigritus leste
X 0,0605 +0,0103
S. nigritus Argentina
S. nigritus oeste
X 0,0638 +0,0109
S. nigritus Argentina

d — valor de distancia genética; DP — desvio padro.

3.2.3 Diversidade haplotipica

Dentre as 28 sequéncias do gene MT-COl1l de S. nigritus analisadas, foram
identificados seis hapl6tipos e 27 sitios polimorficos. Nas 24 sequéncias do gene MT-CO2,
foram observados 10 hapl6tipos e 51 sitios polimérficos. Em relacdo ao gene MT-CYB, foram
obtidos 11 haplétipos e 26 sitios polimérficos. Os dados de diversidade haplotipica e
nucleotidica obtidos a partir das sequéncias de cada um dos trés genes constam na tabela 14.

Tabela 14: indices de diversidade genética obtidos para Sapajus nigritus utilizando os
genes MT-CO1, MT-CO2 e MT-CYB.

Gene NS h Hd (DP) n (DP) S
MT-CO1 28 6 0,6720 (+0,0793) 0,0176 (+0,0092) 27
MT-CO2 24 10  0,8406 (+0,0617) 0,0236 (+0,0123) 51
MT-CYB 28 11 0,9127 (x0,0241) 0,0250 (+0,0131) 26

NS — numero de sequéncias utilizadas, h — numero de haplo6tipos, Hd — diversidade
haplotipica, = — diversidade nucleotidica, DP — desvio padrdo, S — sitios polimorficos.

4 DISCUSSAO

As relacGes filogeograficas observadas atraves da analise de 27 sequéncias do gene
MT-CO1, 23 de MT-CO2 e 22 de MT-CYB, nas localidades de S&o Paulo e Rio de Janeiro em
comparacdo com aquelas disponiveis na literatura, demonstraram agrupamentos parafiléticos
em S. nigritus. Os clados observados, “S. nigritus oeste” e “S. nigritus leste” (MT-CO1 e MT-
CYB) e “S. nigritus oeste”, “S. nigritus leste”, e “S. nigritus Argentina” (MT-CO2), ndo
parecem estar relacionados com as areas de ocorréncia descritas para S. n. nigritus e S. n.
cucullatus, pois a regido onde foi observada a divergéncia, no Rio de Janeiro, ndo corresponde
ao limite da distribuicdo entre as subespécies, que ocorre em Sdo Paulo (Groves, 2001a;
Rylands et al., 2005; Lynch Alfaro et al., 2014).
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De forma geral nas arvores filogenéticas, os agrupamentos formados pelas sequéncias
de S. nigritus foram representados de forma mais proximamente relacionada a S.
xanthosternos, correspondendo aos achados que demonstram estas espécies como as primeiras
a surgirem na historia evolutiva de Sapajus (Lima et al., 2017; Lynch Alfaro et al., 2012a;
Lynch Alfaro et al., 2012b; Martins-Jr et al., 2018; Ruiz-Garcia et al., 2012).

As demais espécies, S. cay, S. apella, S. macrocephalus, S. libidinosus, S. robustus e S.
flavius, foram agrupadas em politomia (MT-CO1 e MT-CYB), como observado anteriormente
(Lynch Alfaro et al., 2012a; Lima et al., 2017; Lima et al., 2018; Martins-Jr et al., 2018).
Somente S. flavius, através da analise do gene MT-COL1, foi demonstrada como um grupo
monofilético. As duas sequéncias do PNT que agruparam no clado em politomia (MT-CO1 e
MT-CYB) ou com S. cay (MT-CO2), podem corresponder a individuos hibridos de S. nigritus,
com base no padrdo de pelagem (capitulo I). As inclusdes das sequéncias S_nigritus_01_SP e
S_nigritus_03_MG também no clado em politomia (MT-CYB), j& haviam sido identificadas,
correspondendo a individuos provavelmente hibridos, por serem provenientes de localidades
onde a distribuigdo de S. nigritus faz contato com outras espécies (Lynch Alfaro et al.,
2012a).

Os distintos agrupamentos em S. nigritus, demonstrados nas arvores filogenéticas,
foram confirmados pelas analises de redes de hapl6tipos, que evidenciaram uma distancia
maior entre “S. nigritus leste” e ““S. nigritus oeste” nos resultados com MT-CO1 e MT-CYB, e
destes grupos com “S. nigritus Argentina”, considerando o MT-CO2.

Pela comparacéo dos haplotipos, foi possivel identificar ainda a diversidade contida
em cada grupamento. Ao serem analisados os genes MT-CO1 e MT-CYB, houve maior
variabilidade genética no clado “S. nigritus leste”, considerando a relagdo entre a quantidade
de haplétipos e nimero de mutacdes entre estes, com o tamanho de cada area amostrada. Com
0 gene MT-CO1, o clado “S. nigritus oeste” acumula menor nimero de mutaces do que 0
clado “S. nigritus leste” e no gene MT-CYB 0 nimero destes eventos foi aproximadamente o
mesmo. Além disso, em ambos 0s genes, no clado “S. nigritus oeste”, um mesmo haplétipo
foi compartilhado por localidades distantes, como PNI e Parand (MT-CO1) e CJ e Argentina
(MT-CYB), que sdo areas com 480 Km e 900 Km de distancia, respectivamente. Desse modo,
as populagdes do Rio de Janeiro podem ser consideradas mais diversas, pois em uma area de
distribuicdo menor, foram observadas quantidades iguais ou maiores de haplotipos e passos
mutacionais do que nas demais. Através da analise do gene MT-CO2, a rede de hapl6tipos
também demonstrou o grupamento “S. nigritus leste” como mais diverso, principalmente pela
populacdo da IM, que apresentou a mesma quantidade de haplotipos dos grupamentos “S.
nigritus oeste” e “S. nigritus Argentina” somados. Nestes clados, a baixa quantidade de
haplotipos provavelmente se deu pelo também baixo nimero de sequéncias analisadas.

O valor de divergéncia entre os grupos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste”,
estimados com o gene MT-CO1, foi 0 mais baixo dentre as comparac¢des deste estudo (d =
0,0032), estando dentro do esperado entre populacdes de uma mesma espécie (d = 0,0089
+0,0016), segundo a estimativa para grupos animais utilizando este gene, e a consideragédo
entre subespécies somente se daria a partir de d = 0,0378 (20,0118 - Kartavtsev, 2011).

A divergéncia obtida por meio da analise do gene MT-CO2 entre “S. nigritus leste” e

“S. nigritus oeste” (d = 0,0263), esta proxima a estimativa minima, que varia entre 0,02 e
0,04, para subespécies em primatas neotropicais (Ascunce et al., 2003; Collins & Dubach,
2000; Ruiz-Garcia et al., 2016). Entre espécies de um mesmo género, a estimativa seria em
média d = 0,0582, menor do que o observado na comparagdo entre os clados “S. nigritus
leste” e “S. nigritus Argentina” (d = 0,0605) e entre “S. nigritus oeste” e “S. nigritus
Argentina” (d = 0,0638). O valor obtido entre “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste” ¢ maior
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que o publicado, com 0 mesmo gene, entre S. macrocephalus e S. cay, com d = 0,002, entre S.
macrocephalus e S. apella, com d = 0,007 (Ruiz-Garcia et al., 2012) e entre S. nigritus e S.
cay, com d = 0,0175 (Martinez et al., 2002). Os valores obtidos entre os clados “S. nigritus
leste” ¢ “S. nigritus Argentina” e entre “S. nigritus oeste” e “S. nigritus Argentina” sio
maiores que o publicado entre S. macrocephalus e S. nigritus, com d = 0,035 (Ruiz-Garcia et
al., 2012). Comparando a dados publicados para outros géneros, os valores obtidos pelas
comparacOes das amostras de S. nigritus de Sdo Paulo e Rio de Janeiro com aquelas da
Argentina sdo proximos ao observado entre subespécies de Cebus albifrons, com d = 0,061
(Ruiz-Garcia et al., 2012) e maiores do que o observado entre espécies de macacos-aranha
(Ateles), com d = 0,0470 (Collins & Dubach, 2000), de mico-de-cheiro (Saimiri), com d =
0,031 e de macaco-da-noite (Aotus), com d = 0,06 (Ascunce et al., 2003).

Assim como foi observado com o gene MT-CO1, a distancia genética obtida entre os
grupamentos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste” com o gene MT-CYB (d = 0,0421) é
maior que a estabelecida entre populagbes de espécies animais, que seria de aproximadamente
d = 0,0138 (= 0,003), mas é menor que o valor para consideracdo entre subespécies, que se
daria a partir de d = 0,0510 (+0,0091) para esse gene (Kartavtsev, 2011). O valor obtido é
maior que o publicado entre hapl6tipos de S. cay, variando de d = 0,001 a 0,01 e entre S. cay e
S. apella, com diferenca média de d = 0,013 (Casado et al., 2010). O valor também é maior
quando comparado a distancias obtidas entre espécies de outros géneros de Platyrrhini, como
em sagui (Callithrix), com d = 0,01 (Cezar et al., 2017) e em guigd (Callicebus), com d =
0,040 (Casado et al., 2007).

A divergéncia observada entre os grupos “S. nigritus leste” e ““S. nigritus oeste” pode
estar relacionada a area de descontinuidade filogeografica, relatada em espécies da Mata
Atlantica nessa mesma regido, decorrente de reflgios florestais ocorridos no Pleistoceno
(Grazziotin et al., 2006; Cabanne et al., 2007; Carnaval et al., 2009; Martins et al., 2009).
Essa descontinuidade corresponde, também, ao observado na transi¢do dos fenotipos preto e
marrom e dos polimorfismos de HC extra-centromérica no par 11 (capitulos | e I1). E possivel
que a divergéncia observada entre os grupos tenha sofrido influéncia também do Rio Paraiba
do Sul, considerado o principal rio da regido sudeste em termos geoldgicos (Dias & Kjerfve,
2009), que se estende entre os paralelos 20°26” e 23°38’ sul e os meridianos 41°00° e 46°30°
oeste, com nascentes formadas pela confluéncia dos rios Paraitinga e Paraibuna, na serra da
Bocaina, Estado de S&o Paulo (Teixeira et al., 2005). O principal indicio deste rio como
barreira para a diferenca observada entre os clados de S. nigritus foi o agrupamento das
sequéncias do PNI com aquelas de Sao Paulo, Parana e Argentina, todas a partir da margem
esquerda desse rio, enquanto as demais sequéncias do estado do Rio de Janeiro (Angra dos
Reis, IM, Gua, PNT, PARNASO e RBPA) estdo a partir da margem direita. Embora
evidéncias biogeograficas ja tenham demonstrado que rios podem néo ser barreiras efetivas
para dispersd@o em diversas espécies de primatas (Goldani et al., 2006; Rabelo et al., 2014),
seja pela capacidade de nadar, disperséo antes do estabelecimento do rio ou mudancgas no seu
curso, por exemplo (Goldani et al., 2006), outras evidéncias sugerem que rios foram os
responsaveis por impedir a dispersdo de primatas. Alguns exemplos sdo o estabelecimento do
Rio Amazonas, fundamental no evento de vicariancia entre os ancestrais de Sapajus e Cebus
(Lynch Alfaro et al., 2012a), a ocorréncia de duas linhagens de saua-de-colar (Callicebus
lugens), identificadas com grande divergéncia em margens diferentes do Rio Negro, estado do
Amazonas (Casado et al., 2006), assim como 0 observado entre popula¢bes de sagui-una
(Saguinus niger), com divergéncia entre populacées em diferentes margens do Rio Tocantins,
estado do Pard (Vallinoto et al., 2006). Os exemplos ndo se restringem aos primatas
neotropicais, ja tendo sido demonstrada a efetividade de rios como barreiras para disperséo
em diversos grupos de primatas africanos, por exemplo (Harcourt & Wood, 2012). A analise
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de populagbes de S. nigritus ao longo do Rio Paraiba do Sul, em ambas as margens, podera
confirmar sua influéncia na divergéncia observada.

Na historia evolutiva de Sapajus, Lynch Alfaro et al. (2012a) sugerem que a primeira
divergéncia se deu na porcdo sul da distribuicdo de S. nigritus, separando as localidades da
Argentina até o Rio de Janeiro daquelas ao norte da distribuicdo da espécie, e que estas
estariam mais proximas a S. robustus e S. xanthosternos. Os resultados obtidos atraves da
comparacdo de sequéncia dos genes MT-CO1, MT-CO2 e MT-CYB em distintas localidades
da distribuicdo da espécie demonstraram que a divergéncia inicial provavelmente ndo inclui
as populacdes do Rio de Janeiro, e que estas devem estar mais proximas a S. xanthosternos,
assim como observado por Martins-Jr et al. (2018).

Os valores de diversidade haplotipica e nucleotidica obtidos para S. nigritus,
considerando todos os grupamentos em conjunto, foram maiores para o gene MT-CYB (Hd =
0,9127; = = 0,0250; h = 11; S = 26), seguido do gene MT-CO2 (Hd = 0,8406; = = 0,0236; h =
10; S = 51) e, de forma menos diversa, do gene MT-CO1 (Hd = 0,6720; = =0,0176; h=6; S =
27). Os valores de Hd foram menores que o encontrado por Ruiz-Garcia et al. (2012) em
amostras de S. nigritus da Argentina, utilizando o gene MT-CO2 (Hd = 1,000 = 0,500).
Entretanto, o valor maximo obtido por esses autores provavelmente estd sob influéncia do
baixo nimero amostral (n = 2), o que é refletido no elevado desvio padrdo apresentado. A
diversidade nucleotidica, por outro lado, foi maior para todos os genes neste estudo, quando
comparados com o valor obtido por esses autores (x = 0,0169 + 0,00847), o que também pode
ter relacdo com o numero amostral, uma vez que é esperado identificar maior variabilidade
genética em um numero maior de sequéncias. A andlise de um nimero maior de amostras,
provenientes de mais areas ao longo da distribuicdo de S. nigritus e empregando trés genes
mitocondriais, tornam os dados de diversidade genética aqui obtidos mais representativos para
a espécie em comparacao com o publicado anteriormente.

Os valores de diversidade genética obtidos para S. nigritus, com os genes MT-CO2 e
MT-CYB, foram maiores que os encontrados para S. xanthosternos (Hd = 0,7029; h=9; S =
29), obtidos a partir de 24 amostras, analisando a regido D-loop (Oliveira et al., 2011). A
comparacdo dos valores obtidos para ambas as espécies, embora com genes mitocondriais
diferentes, sugerem uma maior diversidade de S. nigritus em relacdo a S. xanthosternos, como
previamente descrito (Ruiz-Garcia et al., 2012).

A éarea amostrada entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro parece ser uma regido de
descontinuidade filogeografica e alta diversidade em S. nigritus, tanto pela ocorréncia de
ambos os padrfes de pelagem e de polimorfismo cromossémico no par 11 (capitulos | e 11),
como pela distdncia genética demonstrada pela andlise das sequéncias dos genes
mitocondriais citocromo c oxidase I, Il e citocromo b. De forma geral, na origem da
biodiversidade neotropical, ndo é possivel assumir que a diversificacdo das espécies tenha se
dado apenas por um ou poucos processos evolutivos, mas sim por um complexo conjunto de
forcas seletivas (Batalha-Filho & Miyaki, 2014), estando intimamente relacionadas as
dependéncias ecologicas e requerimentos de habitats de cada grupo (Batalha-Filho et al.
2012). Embora a ocorréncia de refugios florestais e a presenca do Rio Paraiba do Sul possam
ter contribuido para diversidade fenotipica, cromossémica e de DNA mitocondrial de S.
nigritus, é preciso investigar quais outros mecanismos estdo guiando a evolugdo desta espécie.

Os clados “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste” podem representar diferentes
unidades evolutivamente significativas (UES), que correspondem a linhagens com
patrimonios geneticos distintos (Ryder, 1986; Moritz, 1994). A determinacdo de UES permite
a conservacdo das espécies respeitando 0s processos historicos a que elas estiveram sujeitas
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em sua evolucdo (Galetti Jr et al., 2008). No Brasil, ja foram descritas UES para arara-azul-
grande (Anodorhynchus hyacinthinus), com base em dados de marcadores microssatélite e da
regido controle do DNA mitocondrial (Faria et al., 2008) e para o lobo-marinho sul-americano
(Arctocephalus australis), com base em dados morfométricos e de marcadores microssatélites
(Oliveira et al., 2008), representando dois importantes exemplos do estabelecimento de UES
para conservacdo das especies (Galetti Jr et al., 2008). Assim, o reconhecimento dos
agrupamentos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste” como UES pode contribuir na
conservacdo de ambas as herancas evolutivas, visando a preservacao da diversidade genética
de S. nigritus, considerada “Quase ameagada”, com populagdes em declinio, segundo a Unido
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN - Martins et al., 2019).

5 CONCLUSOES

As arvores filogenéticas, redes de haplotipos e valores de distancia genética, obtidos a
partir de sequéncias de trés genes mitocondriais, demonstraram que Sapajus nigritus nao
forma um grupo monofilético, podendo apresentar duas linhagens evolutivas, representadas
pelos grupamentos “S. nigritus leste” (Ilha da Marambaia, Guaratiba, Parque Nacional da
Tijuca, Parque Nacional da Serra dos Orgdos e Reserva Bioldgica de Poco das Antas, RJ) e
“S. nigritus oeste” (Parque Nacional do Itatiaia, RJ, estados de S&o Paulo e Parana, e regido
de Missiones, Argentina).

Os valores de distancia genética obtidos pelas andlises das sequéncias dos genes MT-
CO1, MT-CO2 e MT-CYB, entretanto, ndo correspondem ao esperado para designar 0s
agrupamentos de S. nigritus como subespécies, 0s quais podem representar distintas unidades
evolutivamente significativas.

A divergéncia entre os grupamentos “S. nigritus leste” e “S. nigritus oeste” reforgam a
regido da Mata Atlantica entre Sdo Paulo e Rio de Janeiro como uma importante area de
descontinuidade para grupos dependentes de ambientes florestais.

O Rio Paraiba do Sul, que parece ter contribuido para a divergéncia observada, deve
ser investigado como uma barreira geografica para o fluxo génico em S. nigritus, incluindo
nas analises um namero maior de popula¢fes em toda sua extenséo.

Devem ser analisadas populagdes de S. nigritus em pontos da distribuicdo com
deficiéncia de amostragem, como nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul, com o objetivo de se verificar a diversidade da espécie em toda sua
distribuic&o.
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CONCLUSOES GERAIS

As analises fenotipicas, citogenéticas e de genética molecular em Sapajus nigritus
demonstraram, através dos distintos padrdes de pelagem, polimorfismos cromossémicos e
diferencas entre haplotipos, uma area de descontinuidade filogeografica na regido entre S&o
Paulo e Rio de Janeiro.

A variacdo na pelagem de forma intrapopulacional foi confirmada em um nimero
maior de amostras na llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, e demonstrada também em
individuos do Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Teresdpolis, e na Reserva Bioldgica de
Poco das Antas, Silva Jardim, RJ.

Nas demais localidades onde ndo foi observada variacdo intrapopulacional da
coloracéo da pelagem, como Parque Nacional do Itatiaia e Parque Nacional da Tijuca, deve
ser analisado um namero maior de individuos visando verificar se ocorrem ambos padrdes
descritos para S. nigritus.

A predominancia dos padrbes de pelagem preto e marrom, no sentido sul-norte da
distribuicéo de S. nigritus, parece ter seu limite entre S&o Paulo e Rio de Janeiro, ndo estando
associada as subespécies.

A associagdo entre as medidas comprimento do corpo, massa corporal e tamanho do
canino foi eficiente na separacdo das faixas etarias de machos e fémeas de S. nigritus e devem
ser associadas as caracteristicas de pelagem na identificacdo da faixa etaria de individuos em
vida livre.

Foi demonstrada a ocorréncia do par cromossdmico 11 com duas formas distintas,
representadas por um pequeno acrocéntrico, na maioria das populacfes estudadas, e 0 maior
par cromossdmico com grande bloco de heterocromatina constitutiva terminal, sendo a Unica
espécie relatada até 0 momento a apresentar ambos em sua distribuicao.

A distribuicdo observada nas distintas formas do par cromossémico 11 pode indicar
que o surgimento do pequeno acrocéntrico tenha se dado na regido entre Sdo Paulo e Rio de
Janeiro, radiando ao leste, nas populacbes do estado do Rio de Janeiro, e ao sul, até a
Argentina.

Analisando 27 sequéncias do gene citocromo ¢ oxidase I, 23 do gene citocromo ¢
oxidase Il e 22 do gene citocromo b foi demonstrada uma provavel divergéncia evolutiva
entre populacdes de S. nigritus no estado do Rio de Janeiro (exceto Parque Nacional do
Itatiaia) para o restante da distribuicéo.

Os distintos agrupamentos observados pelas analises dos hapl6tipos podem ser
resultado de sucessivos eventos de isolamento e recolonizacao de refugios florestais ocorridos
no Pleistoceno, bem como da influéncia do Rio Paraiba do Sul, que os separa.

A diversidade de S. nigritus, observadas através das analises fenotipicas, citogenéticas
e moleculares, com a possivel existéncia de unidades evolutivamente significativas, deve ser
considerada em programas de manejo conservacionista, visando a manutencdo do patrimonio
genético da espécie.
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ANEXO | - Identificagéo individual das amostras in situ, ex situ e exemplares do Museu

Nacional do Rio de Janeiro

ANEXOS

Individuos in situ

Localidade Cddigo Identificacao Data da Sexo
individual coleta

IMO1 1* 06/11/2014 Macho

IM02 2* 06/11/2014 Macho

IMO3 3* 02/03/2015 Fémea

IM04 4* 23/04/2015 Macho

IMO5 5* 23/04/2015 Macho

IMO6 6* 23/04/2015 Macho

IMQ7 7* 23/04/2015 Macho

IMO8 8* 24/04/2015 Fémea

IM09 9* 01/10/2015 Macho

IM10 10* 01/10/2015 Fémea

IM11 11* 02/10/2015 Macho

IM12 12* 02/10/2015 Fémea

llha da Marambaia IM13 939000004096169 24/05/2017 Fémea

IM14 939000004096165 25/05/2017 Fémea

IM15 939000004096160 27/05/2017 Fémea

IM16 991001001436241 12/08/2018 Macho

IM17 991001001436238 13/08/2018 Macho

IM18 991001001436233 13/08/2018 Macho

IM19 991001001436248 14/08/2018 Macho

IM20 991001001436249 14/08/2018 Macho

IM21 934000011723439 14/11/2019 Macho

IM22 934000011723438 15/11/2019 Macho

IM23 934000011723425 15/11/2019 Macho

IM24 934000011723424 16/11/2019 Macho

IM25 934000011723421 07/02/2020 Macho

IM26 934000011723434 07/02/2020 Fémea

PNIO1 939000004096039 23/07/2017 Fémea

Parque Nacional do PNI02 939000004095984 23/07/2017 MAacho

ltatiaia PNIO3 939000004095961 23/07/2017 Fémea

PNI04 991001001436239 22/11/2018 Fémea

PNI05 991001001436243 23/11/2018 Fémea

PNTO1 934000011723441 07/09/2019 Macho

Parque Nacional da PNTO02 934000011723442 07/09/2019 Fémea

Tijuca PNTO3 934000011723443 08/09/2019 Macho

PNTO04 934000011723444 08/09/2019 Macho

PNSO01 991001001436244 01/11/2018 Macho

PNSO02 934000011723412 19/10/2019 Fémea

Parque Nacional da PNSO03 934000011723416 19/10/2019 Macho

Serra dos Orgéos PNSO04 934000011723431 21/01/2020 Macho

PNSO05 934000011723432 21/01/2020 Fémea

PNSO06 934000011723433 21/01/2020 Fémea

*Identificagéo feita com tatuagem na face interna da coxa esquerda.
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ANEXO | — continuagéo

Individuos in situ

Localidade Cddigo Identificacao Data da Sexo
individual coleta
RBPAO1 991001001436242 27/09/2018 Fémea
RBPAOQ2 934000011723415 29/09/2018 Macho
RBPAO03 934000011723429 17/01/2019 Macho
Reserva Bioldgica de RBPAO4 934000011723428 17/01/2019 Macho
Poco das Antas RBPAQO5 934000011723427 17/01/2019 Macho
RBPAQ6 934000011723414 18/01/2019 Fémea
RBPAO7 934000011723411 18/01/2019 Macho
RBPAO08 934000011723413 18/01/2019 Macho
Amostras ex situ
Localidade Cddigo Identificacdo Data da Sexo
individual coleta
_Bairro de Guaratiba, Guaol Sem identificacio 30/01/2017 |  Macho
cidade do Rio de Janeiro
Sdo Paulo, capital cSP01 963008000684937 13/12/2018 Fémea
Séo José dos Campos SJCO1 963008000261125 13/12/2018 Macho
Campos do Jorddo CJo1 963008000236867 13/12/2018 Fémea
Séao Sebastido SS01 963008000684932 13/12/2018 Macho
Paraibuna PBO1 963008000684930 13/12/2018 Fémea
Museu Nacional do Rio de Janeiro
Localidade Cddigo Numero de registo Sexo
individual
MNPTO01 23364 Fémea
Paraty MNPT02 8341 Fémea
MNPTO03 8342 Fémea
Angra dos Reis MNARO1 8516 Macho
MNITO1 21171 Macho
Itatiaia MNITO02 41973 Macho
MNITO03 41970 Macho
Teresopolis MNTEO1 2955 Fémea

97




ANEXO I — Identificacdo das sequéncias dos genes mitocondriais citocromo c oxidase |
(MT-CO1) e Il (MT-CO2) e citocromo b (MT-CYB) do GenBank®, utilizadas neste estudo

Gene mitocondrial MT-CO1

L S . - Cddigos
Espécie Identificagdo Origem Geogréfica Gentnk® Fonte
S nigritus_01 SP S0 Paulo. Brasil KY173124
Sapajus nigritus S nigritus_02_SP ' KY173125
S nigritus_03_PR Parana, Brasil KY173126
S. robustus Srobustus 01 Sem informacéo KY173127
S xanthosternos 01 KY173128
S xanthosternos_02 . . KY173129
S. xanthosternos S xanthosternos 03 Bahia, Brasil TRY173130
S xanthosternos_04 KY173131
S. cay g g:z_g; Mato Grosso, Brasil —iiggggg
S macrocephalus_01 Rondénia. Brasil KY173121
S. macrocephalus S macrocephalus 02 ' KY173122 Limaet al. (2017)
S macrocephalus_03 Amazonas, Brasil KY173123
S libidinosus_01 KY173096
S. libidinosus S libidinosus_02 Goias, Brasil KY173097
S libidinosus_03 KY173098
S flavius_01 KY173086
S. flavius S flavius_02 Paraiba, Brasil KY173087
S flavius 03 KY173088
S apella_01 KY173081
S. apella S apella 02 Ronddnia, Brasil KY173082
S apella_03 KY173083
Cebus kaapori Cebus kaapori Brasil KY173039
Gene mitocondrial MT-CO2
Espécie Identificagdo Origem Geogréafica Giﬁgg?li@ Fonte
S nigritus_01_ Arg Argentina AF181088 Ascunce et al., 2002
Sapajus nigritus S nigritus_02_Arg Argentina * Ruiz-Garcia et al.
S nigritus_03_Arg Argentina * (2012a)
Scay 01 Paraguai AF181089 Ascunce et al., 2002
S. cay S cay_02 Paragl_Jal - Ruiz-Garcia et al.
Scay 03 Brasil * (2012a)
S. xanthosternos S xanthosternos_01 Brasil *
Cebus capucinus Cebus capucinus Costa Rica JF735258 Ruiz-Garcia et al.

(2011)

* Cedidas por Dr. Manuel Ruiz-Garcia, da Pontificia Universidade Javeriana, Colémbia.
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ANEXO 11 - continuagdo

Gene mitocondrial MT-CYB

Cadigos

Espécie Identificagdo Origem Geogréfica GenBank® Fonte
S nigritus_01_SP Mococa, SP, Brasil JN409303
S nigritus 02 _SP Fernanddpolis, SP, Brasil JN409304
Snigritus 03_ MG Mathias Bsgg?sa, MG, JN409332  Lynch Alfaro et
Angra Dos Reis, RJ al. (2012)
S nigritus_04_RJ g Brasil e JN409333
Sapajus nigritus S nigritus 05 _Arg Iguacu, Argentina JN409334
S nigritus_06_SP S50 Paulo. Brasil KY173334
S nigritus_07_SP ' KY173335 Lima et al
S nigritus_08_PR _ KY173336 (2017) '
S nigritus_ 09 PR Parana, Brasil KY173337
S nigritus_10 PR KY173338
. u Lima et al.
S robustus_01 Sem informacéo KY173339 (2017)
S robustus_02 Conce'ga%faas Barra ES: - 1Na09301
S. robustus o -
Séo Domingos, ES, Lynch Alfaro et
S robustus_03 Brasil JN409302 al. (2012)
S robustus_04 Teafilo Otoni, MG, IJN409331
- Brasil
S xanthosternos_01 KY173340
S, xanthosternos S xanthosternos_02 Bahia. Brasil KY173341 Lima et al.
' S xanthosternos_03 ' KY173342 (2017)
S xanthosternos_04 KY173343
Scay 01 . KY173294 Lima et al.
Scay 02 Mato Grosso, Brasil KY173295 (2017)
S. cay . Lynch Alfaro et
Scay 03 Paraguai JN409298 al. (2012)
S macrocephalus_01 Rio Galvez, San J. JN409326
Loreto, Peru
Rio Curanja, Balta, Lynch Alfaro et
S. macrocephalus S macrocephalus_02 Loreto, Peru JN409327 al. (2012)
S macrocephalus_03 Yuraccya(I;Lé,rfyacucho, JN409328
S libidinosus_01 Brasilandia, GO, Brasil JN409299 Lynch Alfaro et
_ S libidinosus 02 Paracatu, MG, Brasil JN409300 al. (2012)
S. libidinosus Lima et al
S libidinosus_03 Goiés, Brasil KY173308 (2017)
S flavius 01 KY173296 Lima et al
S. flavius S flavius_02 Paraiba, Brasil KY173297 (2?)57)61 '
S flavius 03 KY173298
S apella_01 KY173275 Lima et al
S. apella S apella_02 Par4, Brasil KY173276 (2017) '
S apella 03 KY173259
Cebus kaapori Cebus kaapori Brasil MF472590 Maz’ggig)t al.
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