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PEREIRA, Daniel Gomes. Densidade, genética e saude populacional como
ferramentas para propor um plano de controle e erradicacdo de invaséo biologica: o
caso de Callithrix aurita (Primates) no Parque Nacional da Serra dos Orgéos, RJ,
Brasil. 2010. 158f. Tese (Doutorado em Meio Ambiente) — Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A introducdo de espécies em locais fora de sua distribuicdo natural € uma
preocupacao importante na conservagao da biodiversidade. A espécie Callithrix aurita
€ endémica das regides de floresta de altitude da Mata Atlantica do Sudeste do Brasil.
Os critérios mais relevantes que a enquadram como espécie ameacada de extingdo
sdo: destruicdo do habitat, incapacidade de adaptacdo a florestas secundarias
degradadas, declinio populacional, distribuicdo restrita e introducdo de espécies
exodticas invasoras. Estes critérios, aliados a evidente raridade, explicam a sua
inclusao na Lista Oficial de Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extin¢cao. Os
objetivos do trabalho séo: estimar o tamanho populacional de C. aurita, C. penicillata
e seus hibridos no Parque Nacional da Serra dos Orgaos, avaliar a hibridacdo entre
as espeécies por caracteres morfolégicos e laboratoriais, verificar o estado de salude e
confirmar a participacdo de C. aurita na paternidade dos animais capturados, propor
um plano de erradicacdo e de controle de invasdo de C. penicillata no Parque. Os
tamanhos populacionais das duas espécies de primatas foram estimados através do
método “Distance Sampling”. Um total de sete saguis foi capturado com armadilhas
de captura viva para a contencdo fisica e quimica e posterior realizacdo dos
procedimentos. Para o hemograma, as dosagens bioquimicas e as analises genéticas,
o sangue foi recolhido em um tubo de ensaio contendo anticoagulante e mantido em
temperatura de refrigeracdo até o0 momento da manipulacdo / processamento das
amostras. Callithrix aurita parece estar bem preservada apenas na area do Parque
correspondente ao trecho situado no municipio de Petropolis. As analises
citogenéticas e moleculares dos hibridos sdo uma ferramenta Gtil para confirmar se
ha ou ndo hibridacéo, identificando as espécies envolvidas e verificando se ha
tendéncia nos retrocruzamentos. Pode-se sugerir que existe uma tendéncia a
diferenciacdo das espécies e identificacdo de individuos hibridos pelo padrédo
hematoldgico e bioquimico, a ser confirmada com uma amostragem maior de animais
da espécie C. aurita, preferencialmente da mesma localidade e nas mesmas
condi¢cbes. No caso de C. aurita, as principais recomendacdes para sua conservacao
incluem pesquisas para o registro de outras popula¢cdes em areas de distribuicéo livres
de invasao, para que se possa avaliar as chances de recuperagcédo populacional e
sobrevivéncia da espécie. A criacdo de novas Unidades de Conservacdo deve ser
estimulada, assim como estudos mais aprofundados sobre a espécie nos locais ja
conhecidos de ocorréncia, além de um programa seguro de criacdo em cativeiro.

Palavras-chave: Espécies exoticas invasoras. Callithrix penicillata. Conservacao.

ABSTRACT



The introduction of species in places outside their natural distribution is
an important concern in biodiversity conservation. Callithrix aurita is endemic in
regions of high-altitude forests of the Atlantic forest of southeastern Brazil. The
most relevant criteria of fitting as endangered species are: habitat destruction,
inability to adapt to degraded secondary forests, population decline, restricted
distribution and introduction of invasive alien species. These criteria, coupled
with the apparent rarity, explain its inclusion on the Official List of Species of
Brazilian Fauna Threatened with Extinction. The objectives are: to estimate the
population size of C. aurita, C. penicillata and their hybrids in the Serra dos
Orgdos National Park, assess hybridization between species by morphology
and laboratory check the health status and confirm the involvement of C. aurita
in the fatherhood of trapped animals, propose a plan for eradication and control
of invasion of C. penicillata in the Park. The population sizes of the two primate
species were estimated by the method "Distance Sampling". A total of seven
marmosets were captured with live traps set for the chemical and physical
restraint and subsequent completion of the procedures. For the haemogram, the
biochemical and genetic analysis, blood was collected in a test tube containing
anticoagulant and kept at refrigerator temperature until the moment of handling
/ processing of samples. Callithrix aurita appears to be well preserved only in
the park area corresponding to the portion located in the city of Petropolis. The
cytogenetic and molecular analysis of hybrids are a useful tool to confirm
whether or not hybridization, identifying the species involved and seeing if there
is a tendency in the backcrosses. One may suggest that there is a tendency for
species differentiation and identification of hybrid individuals by standard
hematological and biochemical, to be confirmed with a larger sample of the
species C. aurita, preferably from the same locality and under the same
conditions. In the case of C. aurita, the main recommendations for its
conservation research to include the registration of other populations in areas
of distribution free of intrusion, so you can evaluate the chances of population
recovery and species survival. The creation of new protected areas should be
encouraged, as well as more detailed studies on the species already known
sites of occurrence, and a safe program of captive breeding.

Keywords: Invasive alien species. Callithrix penicillata. Conservation.
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INTRODUCAO:

1- REVISAO DE LITERATURA:

1.1- Invasdes bioldgicas e conservacao da biodiversidade:

A Convencao sobre a Diversidade Bioldgica (CDB), a qual o Brasil € signatario,
estabelece que se deve impedir a introducdo, bem como controlar ou erradicar
espécies exoticas invasoras que ameacem 0s ecossistemas, habitats ou espécies
(MMA, 2000; CDB, 2009). Por espécie exatica invasora (EEI) se entende a espécie
ou subespécie que, uma vez introduzida a partir de outros ambientes, se estabelece
em um novo ecossistema ou habitat fora de sua distribuicdo natural, tornando-se um
agente de mudanca que ameaca, em algum grau, a biodiversidade nativa (UICN,
2000; Ziller, 2002, Matthews & Brand, 2005). Esta definicdo abrange qualquer espécie
com origem em outro ambiente ou regido, que ocupe espacos fora de seu ambiente
natural, independente de divisas politicas de estados ou paises (Magnusson, 2006;
Ziller, 2006; Focht, 2008); ou seja, espécies nacionais de um dado ambiente podem
ser exoéticas em outros, ainda que dentro das mesmas fronteiras politicas (Ziller, 2006)
e essa movimentacdo pode necessitar de mais atencdo do que a movimentacao que
ocorre entre fronteiras internacionais (Focht, 2008).

O livro Invasfes Bioldgicas de Animais e Plantas, publicado em 1958 por
Charles Elton, é considerado por muitos autores um marco para o estudo sistematico
das invasdes biologicas (Ziller, 2006; Focht, 2008; Petenon & Pivello, 2008;
Richardson & Pysek, 2008). Desde entdo, uma grande quantidade de estudos tém
sido publicada, propondo teorias para explicar os motivos do sucesso ou fracasso
dessas espécies em seu novo ambiente, ou deste em resistir ao estabelecimento
daquelas (Focht, 2008). No Brasil, essa ciéncia emergiu com amplitude a partir de
2003, gracas a presenca e ao reconhecimento de danos a atividade humana
(principalmente econdmicos e a saude publica) por algumas poucas espécies, como
o mexilhdo-dourado Limnoperma fortunei e o caramujo-gigante-africano Achatina
fulica (Ziller, 2006).



Nos tempos atuais, qual a importancia do estudo de espécies que sao
introduzidas em um ecossistema diferente da sua origem? Estes ecossistemas sao
suficientemente flexiveis e capazes de suportar essas mudancas (por exemplo, na
composicdo das espécies)? Ou essas introducdes (ou invasdes) podem causar
grandes impactos, até mesmo danos permanentes? Algo Unico podera se perder para
sempre (Lowe et al., 2004)?

Ecologicamente, a entrada de uma nova espécie em um ambiente poderia ser
considerada, a principio, um aspecto positivo por representar um incremento a
biodiversidade local. Entretanto, as espécies exoticas invasoras caracterizam-se
exatamente pela relacdo negativa e conseqiente impacto sobre componentes do
ambiente invadido, assim como sobre recursos e bens humanos ou sobre a salude
humana (Davis & Thompson, 2000; Nufiez & Quintero, 2002). Percebe-se entdo que
este ndo € s6 um problema ambiental, mas também econdémico, de saude publica e
de seguranca alimentar.

A distribuicdo geografica de muitas espécies € limitada por barreiras climéticas e
ambientais a sua dispersdo. Como resultado de tal isolamento, os padrdes de
evolucéo tém ocorrido de modo diverso, em cada uma das principais regides do
mundo. O homem, ao ampliar seu deslocamento, alterou rapidamente este
padrao, intensificando a diminuicdo do isolamento geogréafico natural e
promovendo a quebra de algumas barreiras naturais desde os tempos pré-
industriais. Por consequéncia, intensificou-se o transporte deliberado ou acidental
de um grande numero de espécies animais e vegetais, favorecendo a introducao
e, posteriormente, a invasao de espécies exoticas (Primack & Rodrigues, 2001,
Reaser et al., 2005).

As primeiras introducfes de animais vertebrados ocorreram como resultado da
domesticacdo de animais e subseqientes movimentos do homem primitivo. A
descoberta do restante do mundo e o desenvolvimento das viagens e do comércio ao
redor do globo levaram a uma grande onda de introdu¢des (muitas feitas de maneira
deliberada) nos udltimos séculos, por diversas razfes: fonte de alimento, praticas
desportivas, controle biologico (Delariva & Agostinho, 1999; Focht, 2008). Dentre as
100 espécies exoticas invasoras consideradas mais nocivas ao ambiente, mais da
metade (56) é de animais, sendo 30 de vertebrados (Lowe et al., 2004). Os critérios
utilizados para a composi¢do dessa lista incluiram a severidade do impacto da EEI
sobre a biodiversidade e/ou as atividades humanas e a selecdo de espécies que
constituiam temas importantes relativos as bioinvasfes. Deve-se ressaltar que foi

escolhida uma espécie de cada género, para garantir a inclusdo de uma grande



variedade de exemplos, o que significa que a auséncia de determinadas espécies nédo
esta relacionada com um grau menor de ameaca (Lowe et al., 2004).

A introducdo de espécies animais fora da sua distribuicdo geogréfica natural e
as consequéncias da permanéncia destas espécies exéticas ho novo ambiente sdo
cada vez mais estudadas, no sentido de avaliar os potenciais impactos decorrentes
dessa pratica (Mendes, 1997a; Melo, 1999; Bergallo et al., 2000; MMA, 2000;
Morsello, 2001; Primack & Rodrigues, 2001; Aguirre et al., 2002; Cavalcanti, 2003;
Ricklefs, 2003; Reaser et al., 2005; Pereira, 2006; Anjos & Rocha, 2008; Helmann et
al., 2008; Pereira et al., 2008).

A introducédo de espécies em locais fora de sua distribuicdo natural € uma
preocupacao importante na conservacao da biodiversidade. Entre as espécies da flora
e da fauna que apresentam risco de extingédo, aproximadamente 18% sado ameacadas
por espécies invasoras (Morsello, 2001; Pough et al., 2003), se constituindo na
segunda maior causa de perda de biodiversidade em todo o mundo (Pough et al.,
2003; Matthews & Brand, 2005). Uma classe especial de espécies exoticas é formada
por aquelas que possuem parentes proximos na biota nativa invadida. Quando ha
cruzamento entre essas espécies, genoétipos unicos podem ser eliminados das
populacdes locais; limites taxonémicos, que eram outrora claros, podem se confundir;
e a formacao de individuos hibridos pode ocasionar a supressdo de endemismos
(Primack & Rodrigues, 2001; Moura-Britto & Patrocinio, 2006; Fox, 2008; Petenon &
Pivello, 2008).

Por conta dessa ameaca real, muitas acdes de conservacgao da biodiversidade, particularmente no &mbito das invasdes
bioldgicas, precisam ser realizadas com urgéncia e muitas vezes com informagéo escassa. As acdes de conservagéo da
biodiversidade ndo podem esperar até que se tenha o conhecimento completo dos fatores que operam em cada situagao,
nem de suas relagdes precisas (Zalba, 2005; Zalba & Ziller, 2007).

Este fato se choca com a formag&o cientifica tradicional que impulsiona os profissionais das ciéncias naturais e gestores de
areas protegidas a procurar mais e mais informacéo antes que possam se sentir suficientemente confortaveis para tomar
decisdes. Ainda que possa ser arriscado adotar medidas de manejo sem que haja informag&o precisa, nédo é realista
pensar que estudos cientificos genéricos possam contribuir decisivamente para melhorar a tomada de decisdes, ou que
levantamentos qualitativos como listas de espécies ou mapas de solos sejam passos prévios indispensaveis para se tomar
qualquer decisao (Zalba, 2005; Zalba & Ziller, 2007). As etapas da pesquisa ndo precisam terminar antes do planejamento
e da implementacéo do programa de conservacao, ainda que sejam importantes para sua avalia¢&o e, em alguns casos,
seu redirecionamento (Valladares-Padua et al., 2003). No cenario atual de degradagédo ambiental, as decisdes geralmente
precisam ser tomadas em carater de urgéncia. Abster-se de executar uma agao de manejo é uma deciséo cujas
conseqiéncias podem ser tdo ou mais graves do que fazer algo de forma equivocada (Zalba, 2005; Zalba & Ziller, 2007).

A Convencéo de Diversidade Bioldgica recomenda enfrentar o problema de
espécies exoticas invasoras com base no principio da precaucao: a falta de certeza
cientifica ndo deve ser usada como justificativa para prorrogar ou deixar de
implementar acdes de erradicacao, contencéo ou controle. De forma analoga, a acao

rapida para prevenir a introducao, o estabelecimento ou a expansao de uma espécie



exotica invasora potencial é recomendada ainda que haja incerteza sobre seus
impactos no longo prazo (UICN, 2000).

Com base no principio da precaucao, as decisées de manejo devem ser
realizadas antes mesmo da absoluta certeza cientifica se tal situacéo configuraria
uma ameaca real ao ambiente, bastando a plausibilidade, fundada nos
conhecimentos cientificos disponiveis na época. O principio da precaucéao traz,
portanto, uma exigéncia de calculo precoce dos potenciais perigos para a saude
ou para a atividade de cada um, quando o essencial ainda nao surgiu (Dallari &
Ventura, 2002; Hammerschmidt, 2002; Cezar & Abrantes, 2003; Godard, 2004,
Amoy, 2006).

O principio da precauc&o nao inclui uma obrigagéo de resultado, tampouco uma
exigéncia de redobramento de precaucdes, mas pede o empenho precoce de
diferentes procedimentos de calculo dos riscos potenciais, principalmente no que
diz respeito a pesquisa cientifica e a avaliacdo dos riscos (Dallari & Ventura,
2002; Hammerschmidt, 2002; Cezar & Abrantes, 2003; Godard, 2004; Amoy,
2006).

O principio da precaucdo oferece a base para uma politica de manejo que
prefere “prevenir a curar’, estratégia que definitivamente € a mais apropriada para
enfrentar um problema de consequiéncias tdo sérias e manejo por vezes tao dificil ou
complexo. No entanto, este principio ndo é, sem duvida, suficiente para resolver todas
as limitagbes relacionadas ao controle de espécies invasoras (Zalba & Ziller, 2007).
Ndo h& como garantir o impedimento Ultimo de todo e qualquer dano por esse
principio, apenas contribuir para o estabelecimento de um alto nivel de protecéo
(Dallari & Ventura, 2002; Hammerschmidt, 2002; Cezar & Abrantes, 2003; Godard,
2004; Amoy, 2006). O numero de espécies invasoras que consegue se estabelecer e
avancar sobre ecossistemas naturais ou seminaturais numa dada area, com
frequéncia, excede a capacidade real de manejo, sendo impossivel agir sobre todas
as espécies ao mesmo tempo. Por outro lado, pode ser que uma parte dessas
espécies ndo represente ameacas significativas, ao menos no primeiro momento. Faz-
se necessario entao estabelecer prioridades em virtude de critérios de impacto atual
ou potencial e da maior ou menor viabilidade de controle (Zalba & Ziller, 2007). Em
outros casos, os efeitos de espécies exdticas invasoras sobre o ambiente sdo mais
dificeis de definir, entre outras coisas porque a presenca dessas espécies coincide
em tempo e lugar com outros agentes de transformag&o ambiental, como o0 avanco da
fronteira agropecuaria, a expansdo de ambientes urbanos e a fragmentacdo de
ecossistemas naturais (Zalba & Ziller, 2007).

Como saber, entdo, se a EEI é responsavel por uma determinada alteracao

ambiental ou pela retracdo de uma ou de um grupo de espécies nativas? Conforme



mencionado anteriormente, ndo se pode esperar por provas concretas do impacto
para somente entdo iniciar as acdes de controle, pois essa demora pode fazer com
que seja tarde demais para resolver o problema. Tampouco podemos simplesmente
agir sem observar as respostas do ambiente ao perceber que o problema existe, ja
gue isso pode levar a maus investimentos em termos de tempo e de recursos. No pior
dos casos, se a percepcao inicial estiver errada e a causa de degradacao ambiental
nao for a espécie exotica invasora, pode-se terminar por perder os valores ambientais
gue estavam ameacados, independentemente do sucesso das acdes de controle ou
erradicacdo. A chave da questdo est4, entdo, em organizar a estratégia de manejo de
forma a enfrentar o problema ao mesmo tempo em que se aumenta o conhecimento
cientifico necesséario para resolvé-lo (Zalba & Ziller, 2007). Por exemplo, as
erradicacdes e programas de controle bem sucedidos podem aumentar
significativamente as possibilidades de éxito na reintroducéo ou restabelecimento de
espécies nativas, oferecendo oportunidades para reverter as perdas da biodiversidade
nativa (UICN, 2000). Uma operacao de erradicacdo que remova com Sucesso uma
EEI, ou uma operacao de controle que reduza sua populacéo a niveis insignificantes,
usualmente melhoram as condi¢des das espécies nativas que ocupam ou ocuparam
esse habitat (UICN, 2000).

Para estabelecer de maneira eficiente esse manejo, deve-se ainda aprender cada vez mais sobre invasdes bioldgicas, para
evitar que denuncias de controle de espécies exoticas invasoras sejam julgadas como crime ambiental, quando em
verdade sdo ferramentas para a conservagao da diversidade biolégica; e ajudar a criar jurisprudéncia e regulamentagao
para o tema, tais como listas oficiais de espécies exdéticas invasoras para referéncia puablica, regulamentagdo para uso de
espécies de valor comercial e analises de risco (Ziller & Zalba, 2007).

1.1- A Ordem Primates:

Os representantes da Ordem Primates possuem um cOrpo que mantém
caracteristicas primitivas da Classe Mammalia, tais como membros pentadactilos e
clavicula, mas que apresentam também caracteristicas morfofuncionais que
contribuiram para que os primatas sobrevivessem até os dias atuais (Bicca-Marques
et al., 2006; Verona & Pissinatti, 2007; Kindlovits & Kindlovits, 2009a), tais como:

- aumento do tamanho cerebral (especialmente do cértex);

- habilidade no uso das maos e dos pés;



- aumento da importancia da visdo e reducao do olfato (especialmente nas

espécies diurnas);

- aumento do periodo pos-natal;

- cauda preénsil (em algumas espécies);

- e braquiacdo / maior movimentacdo dos bracos, principalmente nos

atelideos e hilobatideos (p. ex., macaco-aranha e gibao, respectivamente).

A diversidade na estrutura (variedade de tamanho e formas), comportamento e
ecologia dos primatas € refletida pelas diferencas no habitat, dieta, habitos
locomotores e organizacdo social. A Ordem Primates € dividida nas subordens
Prosimii (prossimios) e Anthropoidea (macacos), sendo esta dividida nas infraordens
Platyrrhini (macacos do Novo mundo) e Catarrhini (macacos do Velho Mundo e
homindides) (Bicca-Marques et al., 2006; Kindlovits & Kindlovits, 2009a; Pissinatti &
Silva, 2009). Os catarrinos possuem as narinas voltadas para baixo em um focinho
longo, enquanto os platirrinos possuem as narinas voltadas para o lado, em um
focinho mais curto (Verona & Pissinatti, 2007; Kindlovits & Kindlovits, 2009a).

A infraordem Platyrrhini € composta por espécies que vivem exclusivamente
nas florestas tropicais das Américas do Sul e Central. S&o macacos de tamanho
pequeno a médio (de 100g a mais de 10 Kg), arboricolas, e que possuem uma
locomocédo predominantemente quadrupede (Bicca-Marques et al., 2006; Kindlovits &
Kindlovits, 2009a). Apresentam grande diversidade de padrbes de coloracdo, assim
como grande é&rea de distribuicdo geogréfica, podendo haver, por esse motivo,
divergéncias na classificacdo de alguns géneros (Verona & Pissinatti, 2007; Kindlovits
& Kindlovits, 2009a). Nesta infraordem, trabalhos recentes incluem cinco familias e
dezoito géneros, com 110 espécies e 205 subespécies (Rylands et al., 2000), o que
faz do Brasil o pais com o maior numero de espécies de primatas do mundo - cerca
de um terco da diversidade de primatas existente no planeta. Boa parte dessas
espécies é endémica do territorio nacional, 26 apresentam-se ameagadas de extin¢ao,
sete sdo consideradas quase ameagadas e 16 se encontram na categoria “Deficientes
em dados” (Rylands & Chiarello, 2003; Chiarello et al., 2008).

O desenvolvimento de uma forte consciéncia sobre a necessidade de
conservacao da biodiversidade no Brasil teve seu inicio com os primatas (Mittermeier
et al., 2005). A partir das pesquisas com primatas dos géneros Leontopithecus e
Brachyteles, nas décadas de 60 e 70, respectivamente, mais notadamente com

Leontopithecus rosalia (mico-ledo-dourado) e Brachyteles hypoxanthus e B.



aracnoides (muriqui), usados como espécies-bandeira, programas de conservacao
foram desenvolvidos e Unidades de Conservacao foram criadas, além do incentivo a
intensificacdo e melhoria de manejo onde essas espécies ocorrem (Mittermeier et al.,
2005).

Os primatas desempenham importantes papéis ecologicos nas florestas,
especialmente como dispersores de sementes, auxiliando na manutencao das
matas nativas (Chapman & Onderdonk, 1998), mas também como bioindicadores
da qualidade de seu ambiente (ao desaparecerem de florestas alteradas pelo
homem), como modelos biomédicos para experimentos cientificos, para consumo
alimentar e como “sentinelas” de zoonoses como a febre amarela (Jerusalinsky et
al., 2008; Kindlovits & Kindlovits, 2009b; Pissinatti & Silva, 2009).

Pouco ainda se conhece sobre as enfermidades que acometem primatas
neotropicais, principalmente pela pouca quantidade de recursos e de pessoal
habilitado e interessado em estuda-las profundamente (Magnusson, 1995; Verona
& Pissinatti, 2007; Pissinatti & Silva, 2009) No entanto, a manutencado por longos
periodos dessas espécies em zooldgicos e/ou centros de pesquisa possibilitou a
producao de razoavel volume de informacdes, que fazem abordagem sobre as
muitas formas de parasitismo e doencgas provocadas por virus, protozoarios,
bactérias, fungos, helmintos (Verona & Pissinatti, 2007; Pissinatti & Silva, 2009).
Nesse contexto, as zoonoses sao particularmente importantes, por requererem
medidas especificas de controle e manejo (Andrade et al., 1999; Casagrande,
2007; Marvulo, 2007; Filgueiras et al., 2008; Silva et al., 2008a; Kindlovits &
Kindlovits, 2009c,d; Pissinatti & Silva, 2009).

Além das enfermidades, as principais ameacas aos primatas neotropicais,
especificamente os que ocorrem dentro do territorio brasileiro, sdo as seguintes
(Rylands et al., 1993a; Bicca-Marques et al., 2006; Pissinatti & Silva, 2009):

- destruicao e fragmentacéo de habitat;

- pressao de caca (para alimentacdo e como pets);

- invasao de espécies exoticas;

- antropozoonose (doenca transmitida do homem para os animais);

- e dados insuficientes sobre algumas espécies.

1.2- A espécie Callithrix aurita (Geoffroy in Humboldt, 1812), o sagui-da-serra-

escuro.

1.3.1- Distribuicdo Geografica:




A espécie Callithrix aurita (Figura 1) € endémica das regides de floresta de
altitude da Mata Atlantica do Sudeste do Brasil (Coimbra-Filho, 1983a; Coimbra-Filho
et al., 1983; Stevenson & Rylands, 1988; Coimbra-Filho, 1991; Rylands et al., 1993;
Rylands, 1994b; Auricchio, 1995; Fonseca et al., 1996; Mendes, 1997b; Grelle &
Cerqueira, 1999; Melo, 1999; Carrol, 2002; Rylands & Chiarello, 2003; Sao Bernardo
& Galetti, 2004; Rylands et al., 2008). Entretanto, Branddo & Develey (1998)
consideram sua distribuicdo altitudinal controversa, pelas divergéncias encontradas
em registros de espécimes coletados para museus e entre alguns autores
(Hershkovitz, 1977; Coimbra-Filho, 1991; Rylands, 94b; Corréa, 1995; Olmos &
Martuscelli, 1995), cujas informac@es indicam que a espécie é encontrada em areas
de 80 a 1375 metros acima do nivel do mar, o que demonstra, a principio, grande
amplitude de ocupacédo de habitat. Porém, em 75% das observacdes e registros de
museu relatados, a altitude foi maior que 800 metros (Brandao & Develey, 1998).

De qualguer modo, entre os calitriquideos que ocorrem na Mata Atlantica, C.
aurita, junto com C. flaviceps, € a espécie que habita as areas com condi¢ces
climaticas mais extremas, sendo possivel que o clima seja um fator limitante na
distribuicdo geografica (Grelle & Cerqueira, 2006).

Callithrix aurita € a espécie de ocorréncia mais meridional do género (Corréa,
1995). O seu limite norte de distribuicdo geografica parece ser o rio Piracicaba, em
Minas Gerais, na sua foz com o rio Doce. A oeste, C. aurita parece ocorrer até os
limites do Espinhago, em Minas Gerais, e nas areas de transi¢do com o Cerrado, em
Séo Paulo. A leste, no Rio de Janeiro, a espécie de fato se limita as partes superiores
das encostas da serra do Mar, com excec¢ao do sul do Estado, onde C. aurita pode
ser encontrado quase ao nivel do mar. Ao norte da cidade de Campos dos Goytacazes
(RJ), a espécie volta a ocorrer em areas de meia encosta, muitas vezes inferiores a
300 m de altitude (Melo et al., 2005; Melo & Rylands, 2008). Seu limite sul é ainda
uma incognita, pois o grande maci¢co de Paranapiacaba, em Sao Paulo, pode abrigar
populacdes, a exemplo do que ocorre com Leontopithecus chrysopygus (Melo &
Rylands, 2008). Aparentemente, sua distribuicdo avanca pela margem sul do rio Tieté,
sem definicdo exata de seu limite, aparentemente mais ecoldgico do que geografico
(Hershkovitz, 1977; Olmos & Martuscelli, 1995; Mendes, 1997b).

Diversos autores registraram sua ocorréncia na regiado oriental brasileira, nos

seguintes Estados (Figura 2):



- Minas Gerais (Coimbra-Filho, 1983a; Muskin, 1983; Coimbra-Filho, 1991;
Martins, 1998; Cosenza & Melo, 1998; Martins & Setz, 2000; Melo et al.,
2005; Tabacow et al., 2005);

- Rio de Janeiro (Coimbra-Filho, 1983a; Maciel & Magnanini, 1989; Coimbra-
Filho, 1991; Cerqueira et al., 1998; Bergallo et al., 2000; SEMADS, 2001;
Cunha, 2003, 2004a,b; Bernardo, 2004; Geise et al., 2004; Vaz, 2005;
Pereira, 2006);

- Sao Paulo (Coimbra-Filho, 1983a; Coimbra-Filho, 1991; OIlmos &
Martuscelli, 1995; Coutinho, 1996; Branddo & Develey, 1998; Brandao,
1999; Corréa et al., 1999; Oliveira et al., 1999a,b; Briani et al, 2001; Sao
Bernardo & Galetti, 2004; Martins, 2005; Negrdao & Valladares-Padua,
2006).

Figura 1 - Callithrix aurita adulto observado no Parque Nacional da Serra dos Orgaos
(PARNASO), Petrépolis, RJ. Foto de Daniel Pereira, 2009.

1.3.2- Aspectos biolégicos e ecoldgicos:




Callithrix aurita € um sagli cuja coloracdo varia de tons pardacentos ao

inteiramente negro, sendo bem mais escuro do que C. flaviceps (Coimbra-Filho, 1990;

Melo & Rylands, 2008). Apresenta uma conspicua mascara brancacenta na face, com

a presenca de tufos intra-auriculares de cor clara (branco ou amarelado), semelhantes

aos de C. flaviceps (Melo & Rylands, 2008), e a cauda com anéis alternados em cinza

e preto (Coimbra-Filho, 1990).

Common marmoset
Callithrix jacchus
sagiii
sagiii-de-tufos-brancos

Callithrix jacchus and C. penicillata have been
introduced, and now range wild, in numerous
localities outside of their natural ranges, such

as the environs of the city of Sdo Paulo and
lowland areas of Rio de Janeiro

A

Black-tufted-
ear marmoset
Callithrix penicillata
sagiii
mico-estrela
sagiii-de-tufos-pretos

Wied’s black-
tufted-ear marmoset
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mico-estrela
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Figura 2 - llustracdo das espécies de saglis da regido oriental brasileira com seus
respectivos mapas de distribuicdo geografica (Retirado de Mittermeier et al., 2007).



Dados sobre condicdes especificas do estado selvagem da espécie -
comportamento social, biologia reprodutiva, ecologia alimentar, dentre outros — ainda
sdo escassos e pontuais (Corréa, 1995; Coutinho, 1996; Corréa & Coutinho, 1997,
Brandao, 1999; Santos & Martins, 2000; Carrol, 2002; Grelle & Cerqueira, 2006; Melo
& Rylands, 2008). Colbénias em cativeiro foram formadas — e mantidas — ha muitos
anos para o estudo mais minucioso desta espécie (Coimbra-Filho, 1983b; Coimbra-
Filho, 1991; Santos, 1991; Rylands et al., 1993; Santos & Martins, 2000; Burity et al.,
2007).

Callithrix aurita foi observado em floresta primaria e em mosaicos de floresta
primaria e secundéria, frequentemente com abundancia de bambus (Olmos &
Martuscelli, 1995). Em vida livre, forma pequenos grupos — Muskin (1983) relata 4 a 6
individuos, podendo chegar a 8, ainda que temporariamente; Torres de Assumpcao
(1983, apud Rylands et al., 1993) registrou grupos de 3 a 4 individuos; Coimbra-Filho
(1991), de 2 a 6 individuos; Stallings & Robinson (1991, apud Coutinho, 1996)
apontaram 1 a 5 individuos, sendo a espécie pouco abundante em todos os locais
onde foi observada; Corréa et al. (2000) observaram grupos maiores, de 6 a 11
individuos. Geralmente, ha apenas uma fémea reprodutiva, embora tenham sido
observados casos de duas fémeas reproduzindo no mesmo grupo (Corréa et al.,
2000). Callithrix aurita pode estabelecer simpatria com outras espécies de primatas,
como os do género Cebus e Callicebus (Muskin, 1983; Melo et al., 2005), porém nao
ha registro de simpatria com as outras formas de Callithrix (Vivo, 1991 apud Grelle &
Cerqueira, 2006), a excecdo dos casos de invasao biologica (Brandédo e Develey,
1998; Cerqueira et al., 1998; Ruiz-Miranda et al., 2000; Rocha et al., 2004; Pereira et
al., 2008).

Como todos os calitriquideos, C. aurita € um insetivoro-frugivoro-gomivoro,
incluindo em sua dieta até mesmo uma espécie de fungo encontrado em bambu
(Corréa, 1995). Muskin (1983) e Brandao & Develey (1998) insistem na alta insetivoria
da espécie, destacando que a presenca da mesma em fragmentos florestais de
pequena area deve-se a grande disponibilidade de insetos em emaranhados de cipés
e lianas. Muskin (1983) ndo havia observado, em seus estudos, consumo de frutos,
flores ou exsudatos, somente de insetos; todavia, provavelmente a ndo observacao

de um comportamento alimentar mais similar as demais espécies do género se deve



a vegetacao pujante do seu habitat e a dificuldade em observar os animais devido ao
padrao criptico do pelame da espécie (Coimbra-Filho, 1991). Martins (1999) destaca
0 comportamento oportunista da espécie, ao descrever um grupo de C. aurita
alimentando-se de presas afugentadas por formigas de correicdo. Martins & Setz
(2000) detalham a dieta deste mesmo grupo (quatro individuos), evidenciando ampla
gama de espécies arboreas utilizadas pelos saguis, por produzirem exsudados (50,5%
dos itens alimentares foram representados por gomas ingeridas), além de presas
animais (38,5%), como invertebrados, ras, lagartos e ninhegos.

Os mais completos estudos ecologicos e etoldgicos de C. aurita foram
realizados em 1992/1994 por Corréa (1995) e Coutinho (1996), no Nucleo Cunha do
Parque Estadual da Serra do Mar, em S&o Paulo. La foi estudado um grupo de 6 a 11
individuos, em uma floresta de altitude (1075-1200 m), predominantemente
secundaria, com abundéancia de bambus. A area ocupada pelo grupo foi de 35,3 ha,
com densidade aproximada de 19 individuos / km? (Corréa, 1995). Rylands et al.
(1993), citando Torres de Assumpcao (1983), estima uma densidade de 15 individuos
/ km2, com &area de uso maior que 17 hectares; Sdo Bernardo & Galetti (2004)
chegaram a uma densidade de 3,5 individuos / km? em uma area de 230 hectares e
sugerem que a baixa densidade de C. aurita pode ser reflexo de alta pressédo de
predacado, possivelmente por pequenos felinos, mas também por serpentes, como
relatam Corréa & Coutinho (1997).

1.3.3- Consideracdes taxondmicas:

Para Coimbra-Filho (1991), existe afinidade filogenética entre C. aurita e C.
flaviceps. Natori (1986; 1994), que estudou a estrutura dental e a variagcédo
craniométrica de varias espécies do género, afirma que todos os sagiis do género
Callithrix da regido oriental brasileira podem ser considerados espécies validas.

Mendes (1997b) destaca que, de fato, ha estreita relagéo filogenética entre as
duas espécies, que possuem distinto padrdo de vocalizagdo e distribuicbes
geograficas ndo sobrepostas e parapatricas, como as demais espécies do grupo
(Grelle & Cerqueira, 2006). Para Marroig (1995) e Marroig et al. (2004), a polémica



sobre as espécies de Callithrix da regido oriental brasileira deve ser encerrada, pois
tratam-se de espécies boas.

Existe uma diversidade de padrdo cromatico em C. aurita, ou seja, uma
variabilidade observada no pelame dos individuos nas diversas populacbes da
espécie (Hershkovitz, 1977; Coimbra-Filho, 1991). Segundo esses autores, em uma
mesma populacdo podem ocorrer animais com pelames mais ou menos pigmentados,
variando do praticamente negro a tonalidades pardacentas mais ou menos
enegrecidas. Melo (1999) identificou em uma Unica populagdo fendtipos muito
distintos e, dentro de uma mesma regido geografica, quase todo o padrédo de variacédo
fenotipica esperado para a espécie. Utillizando técnicas moleculares, Melo (1999)
confirma o padrdo genético mesclado, com base em marcadores moleculares
Random Amplified Polymorfic DNA (RAPD), de alguns individuos considerados
hibridos com Callithrix flaviceps, embora as formas sejam muitas vezes indistintas
morfologicamente. A presenca de tufos intra-auriculares brancos ou amarelados é
reconhecida como caracteristica de identificacdo da espécie, podendo variar em
guantidade — de poucos a muitos pélos (Melo, 1999).

1.3.4- Principais ameacas:

A distribuicdo de C. aurita vem se reduzindo acentuadamente (Coimbra-Filho,
1983a), estando a espécie classificada como ameacada hd décadas (Mittermeier et
al., 1981; Coimbra-Filho, 1983a; Maciel & Magnanini, 1989; Rocha et al., 2004), tendo
sido considerada como aparentemente extinta no Estado do Rio de Janeiro
(Mittermeier et al., 1981; Coimbra-Filho, 1991). Na Lista Oficial de espécies
ameacadas de extincdo do Estado do Rio de Janeiro, C. aurita é considerado
Vulneravel (Bergallo et al.,, 2000). Outros autores reforcam a dificuldade de
observacdo e a (quase) extincédo local de C. aurita em algumas areas importantes,
principalmente no Estado do Rio de Janeiro, sendo considerado um animal
naturalmente raro (Coimbra-Filho, 1983a; Rylands et al., 1993; Rylands, 1994b; Sé&o
Bernardo & Galetti, 2004; Alves, 2005; Garcia, 2005; Loretto & Rajao, 2005; Pereira,
2006; Begotti & Landesmann, 2008).



Os critérios mais relevantes que enquadram C. aurita como espécie ameacada
de extincdo sdo: destruicdo do habitat, incapacidade de adaptacdo a florestas
secundérias degradadas, declinio populacional, distribuicdo restrita e introducéo de
espécies exoticas invasoras (Coimbra-Filho, 1983a; Rylands, 1994b; Olmos &
Martuscelli, 1995; Mendes, 1997a; Brandao & Develey, 1998; Melo, 1999; Bergallo et
al., 2000; SEMADS, 2001; Cunha, 2003; Rylands & Chiarello, 2003; Coimbra-Filho,
2004; Cunha, 2004a,b; Hilton-Taylor et al., 2004; Rocha et al., 2004;

Costa et al., 2005; Pereira et al., 2008). Estes critérios, aliados a evidente
raridade de C. aurita, explicam a sua inclusédo na Lista Oficial de Espécies da Fauna

Brasileira Ameacadas de Extincdo (Melo & Rylands, 2008).

1.4- Primatas ex6ticos invasores:

O Brasil é considerado o pais com maior diversidade de primatas do mundo,
contando com mais de 100 espécies, das quais 59 sdo endémicas. Embora a
maior parte das espécies de primatas ocorra na Floresta Amazénica, as espécies
ameacadas predominam na Mata Atlantica. Considerando a lista oficial de
espécies da fauna brasileira ameacadas de extincdo (Machado et al., 2008), das
24 espécies de primatas que ocorrem nesse bioma, 20 sdo endémicas e 15 estéo
ameacadas (criticamente em perigo, em perigo ou vulneraveis).

A maioria das populacdes de primatas da Mata Atlantica esta restrita a
pequenos fragmentos florestais e as popula¢gdes naturais, particularmente de sagiis,
sdo ameacadas por introducdes de primatas invasores (Coimbra-Filho, 1971; Olmos
& Martuscelli, 1995; Rocha et al., 2004; Costa et al., 2005; Moura-Britto & Patrocinio,
2006; Pereira, 2006). Espécies como Cebus nigritus, Saimiri sciureus, Callithrix
penicillata e C. jacchus, além de hibridos de Callithrix, foram - e estdo sendo -
introduzidos em numerosas areas de Mata Atlantica, onde estdo hibridando (através
de cruzamentos interespecificos) com espécies locais nativas ou ainda ocupando area
das mesmas (Coimbra-Filho et al., 1993, Rocha et al., 2004; Cunha et al., 2006;
Freitas et al., 2006; Moura-Britto & Patrocinio, 2006; Brand&o, 2007; Begotti &
Landesmann, 2008; Pereira et al., 2008; Silva, 2009).

Das espécies citadas, merecem destaque Callithrix jacchus (Figura 3) - o saguii-
de-tufos-brancos - e Callithrix penicillata (Figura 4) - o sagui-de-tufos-pretos — que
ocorrem respectivamente na Caatinga / Mata Atlantica do Nordeste e no Cerrado



brasileiro (Stevenson e Rylands, 1988; Rylands et al., 1993; Auricchio, 1995; Vilela &
Faria, 2002; Vilela, 2007). Estas espécies foram introduzidas ha varios anos em outras
regibes de Mata Atlantica, particularmente no Sudeste e Sul do Brasil, se
estabelecendo e ocupando a area de outras espécies nativas de calitriquideos
(Stevenson e Rylands, 1988; Coimbra-Filho, 1990; Rylands, 1994a,b; Auricchio, 1995;
Brandao e Develey, 1998; Cerqueira et al., 1998; Ruiz-Miranda et al., 2000; Rylands
& Chiarello 2003; Codenotti & Silva, 2004; Rocha et al. 2004; Paula et al., 2005;
Passos et al., 2006; Bovendorp & Galetti, 2007; Brandao, 2007; Cunha, 2007; Silva,
2009).

Figura 3 - Callithrix jacchus adulto observado em é&rea residencial, Itaipu, Niter6i, RJ.
Foto de Daniel Pereira, 2009.

Calllithrix jacchus e C. penicillata sdo espécies extremamente generalistas e
competitivas quanto ao habitat e seus recursos alimentares (Miranda & Faria, 2001,
Vilela & Faria, 2002; Castro, 2003; Vilela & Faria, 2004; David, 2005; Lyra-Neves et
al., 2007; Melo Janior & Zara, 2007; Pontes et al., 2007; Modesto & Bergallo, 2008;



Silva et al., 2008b), apresentando um alto potencial de dispersao (seja natural ou
artificial — consequéncia do trafico ilegal), reproducéo e hibridacdo (Passamani et al.,
1997; Guerra et al., 1998; Ruiz-Miranda et al., 2000; Castro, 2003; Padrone, 2004,
Bovendorp & Galetti, 2007; Ferreira et al., 2008). Existem relatos da importancia
epidemioldgica dessas espécies quanto a transmissdo e manutencao de parasitas,
em areas de ocorréncia natural ou ndo (Almeida et al., 2001b; Verona & Pissinatti,
2007). Estas espécies ja interagem ecologicamente (interacdo influenciada pela
semelhanca entre os nichos da espécie nativa e da espécie exdtica) com L. rosalia
em fragmentos de Mata Atlantica no Estado do Rio de Janeiro (Ruiz-Miranda et al.,
2006), e com C. aurita em Unidades de Conservacdo do mesmo Estado (Pereira,
2006).




Figura 4 - Callithrix penicillata adulto observado no PARNASO, Teresopolis, RJ. Foto
de Daniel Pereira, 2005.
As espécies Leontopithecus rosalia - 0 mico-ledo-dourado, e Callithrix aurita -

0 sagui-da-serra-escuro, ambas nativas da Mata Atlantica, encontram-se ameacadas
de extincdo (Rylands, 1994a,b; Fonseca et al., 1996; Cerqueira et al., 1998; Bergallo
et al., 2000; Rylands & Chiarello, 2003) e suas populacdes sao, atualmente,
ameacadas pela presenca de calitriquideos invasores (Moura-Britto & Patrocinio,
2006; Morais Jr. al., 2008; Pereira et al., 2008).

Historicamente, as causas que levaram o mico-ledo-dourado a beira da
extingdo foram (e séo) a perda de habitat e a fragmentacgéo florestal, as populacdes
pequenas e isoladas e o trafico de animais — hoje, em propor¢cdo menor do que em
décadas passadas (Ruiz-Miranda et al., 2008). Nos dias atuais, a presenca de EEI
como C. jacchus, C. penicillata e seus respectivos hibridos, ja é considerada como
uma ameaca a conservacao das populacdes de L. rosalia, por conta da competicdo
por alimento e reflugio (Figura 5) e de disseminacao potencial de novos patdgenos.
Aliado a tudo isso, atividades de manejo das populacbes de micos-leGes
reintroduzidos que requerem suplementagcéo podem favorecer o estabelecimento de
EEI (Morais Jr. et al., 2008).

A associacao entre espécies de primatas simpatricos (espécies similares, que
ocupam a mesma area, ou cujas areas coincidem em boa parte) e com habitats
similares tem sido documentada nas florestas Amazénica e Atlantica, com aparentes
beneficios matuos (Milton, 1981; Boubli, 2002; Lopes & Rehg, 2003; Di Fiore & Suarez,
2007). Entretanto, a associacao entre primatas nativos e exéticos é pouco estudada,
podendo resultar, dentre outras coisas, em competicdo por recursos e troca de
parasitas entre as espécies (Ruiz-Miranda et al., 2000; 2006), o que constitui uma
ameaca a conservacao da espécie nativa (Morsello, 2001; Primack & Rodrigues,
2001; Ricklefs, 2003).

Existem relatos de hibridagdo entre C. aurita e C. penicillata nos estados de
Sédo Paulo (Mendes, 1997a), Minas Gerais (Stallings & Robinson, 1991, apud
Coutinho, 1996; Melo & Rylands, 2008) e Rio de Janeiro (Pereira, 2006),
aparentemente associados a interferéncia antrépica, com introducdes relativamente
freqUentes e recorrentes nas areas. Combinando-se a suposta raridade e a baixa
densidade populacional de C. aurita (Rylands, 1994b; Coutinho, 1996; Cosenza &

Melo, 1998) com a grande capacidade generalista e competitiva de C. penicillata



guanto ao habitat e recursos alimentares (Guerra et al., 1998; Miranda & Faria, 2001,
Vilela & Faria, 2004), pode-se considerar a invasao biologica de C. penicillata como
um fator importante para a diminuicdo das ja reduzidas populacdes de C. aurita no
Estado do Rio de Janeiro (Pereira, 2006; Cunha, 2007).

Figura 5 - Grupo de Leontopithecus rosalia competindo por alimento em plataforma
suspensa com grupo de Callithrix sp, Silva Jardim, RJ. Foto de Daniel Pereira, 2008.

Embora seja considerado o primata menos ameacado da familia Callitrichidae,
sendo classificado como “vulneravel” pela Lista de espécies ameacadas de extingao
do Estado do Rio de Janeiro (Bergallo et al., 2000) e pela Lista Nacional das Espécies
da Fauna Brasileira Ameacadas de Extincdo (Rylands & Chiarello, 2003; Melo &
Rylands, 2008), C. aurita estd seguramente em um estagio critico de risco de extincédo
no Estado do Rio de Janeiro, principalmente pelo processo de invasao e instalagéao
de C. penicillata e de hibridos de Callithrix (Pereira, 2006).



2- OBJETIVOS:

Dentro desse contexto, o objetivo geral da tese foi avaliar a densidade, a
genética e a saude populacional de Callithrix aurita, que convive com a espécie exotica

invasora C. penicillata e seus respectivos hibridos, no Parque Nacional da Serra dos

Orgéos, RJ.
A tese esta dividida em quatro capitulos que tém como obijetivos:
(1) Estimar o tamanho populacional de C. aurita, C. penicillata e seus
hibridos no PARNASO,;
(2) Confirmar geneticamente a hibridagéo dos animais capturados, pela

morfologia do cromossomo Y e analise do gene SRY;

3) Verificar o estado de salde dos animais capturados, a partir da
tentativa de caracterizacdo de um padrdo hematolégico de
normalidade;

(4) Propor um plano de erradicacdo e de controle de invasao de C.
penicillata no PARNASO.

3- MATERIAL E METODOS:

3.1- Area de estudo:

A origem da denominacéo Serra dos Orgaos, diferentemente do senso comum,
nao esta relacionada ao nome de alguns de seus picos mais famosos, como Dedo
de Deus, Dedo de Nossa Senhora e Nariz do Frade. Sua origem remonta, na
verdade, a impressao dos primeiros portugueses que vislumbraram a serra a
partir da Baia de Guanabara. Eles associaram a formagéo aos tubos ordenados
de um o6rgao, instrumento musical que orna a maioria das catedrais européias
(ICMBIO, 2008).

A percepcéo da biodiversidade excepcional da regido tem origem nas missdes
cientificas européias no inicio do séc. XIX. A passagem pela regido de cientistas
renomados como Langsdorff, von Martius e Spix divulgou a singularidade deste trecho



da Serra do Mar. Militares belgas, em visita oficial ao Brasil, confeccionaram mapas
gue destacavam a grande importancia da area. Certamente, a beleza cénica, o estado
de conservacdao, a riqueza e exuberancia da cobertura vegetal, com muitas espécies
endémicas, e a variedade da fauna silvestre foram determinantes para a criacao da
unidade (ICMBIO, 2008).

O Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) é uma Unidade de
Conservacado sob administracdo do Instituto Chico Mendes de Conservacéo da
Biodiversidade (ICMBIO) localizada entre 22°562’ e 22°54’ Sul e 42°09’ e 45°06’ Oeste,
com uma area total de 20.050 hectares (ampliada por decreto em 2008). O PARNASO
abrange parte dos municipios de Guapimirim, Magé, Petropolis e Teresopolis, no
Estado do Rio de Janeiro (Figura 6) (SEMADS, 2001; Cronemberger & Viveiros de
Castro, 2007; ICMBIO, 2008).

A area do PARNASO representa cerca de 7% da area de Unidades de
Conservacao federais de protecéo integral e 4% de toda a area sob protecéo integral
no Estado do Rio de Janeiro, somando-se Unidades de Conservacao federais e
estaduais. Os maiores blocos remanescentes de Mata Atlantica estdo concentrados
na regido Sul do Estado, na divisa com o Estado de Sao Paulo, e na regidao Central,
onde esté localizada a Serra dos Orgdos (Rocha et al., 2003; ICMBIO, 2008).

Os municipios de Petropolis e Teresépolis estdo na regido Serrana do Estado
e Magé e Guapimirim sao considerados parte da Regidao Metropolitana da cidade do
Rio de Janeiro. O municipio com maior area no PARNASO é Petrdpolis, seguido de
Guapimirim e Magé. Teresoépolis, apesar de ser o municipio mais fortemente
associado ao parque e de abrigar a sede principal, € 0 que possui a menor area no
PARNASO (Cronemberger & Viveiros de Castro, 2007; ICMBIO, 2008). Apesar disso,
a administragéo esteve voltada historicamente para Teresopolis (sede principal) e
Guapimirim, onde existe outra sede, negligenciando a por¢ao petropolitana do parque,
bem como a area inserida no municipio de Magé (Cronemberger & Viveiros de Castro,
2007).

O Parque Nacional da Serra dos Orgéos, criado em 30 de novembro de 1939,
pertence a primeira geracao de parques nacionais brasileiros, criados como
monumentos naturais para resguardar por¢cdes do territorio nacional que tivessem
valor cientifico e estético, como previa a Constituicdo de 1937 (Cronemberger &
Viveiros de Castro, 2007). Entre os motivos listados para a criacdo do PARNASO,
descritos no processo de delimitacdo do parque, estdo a beleza cénica dos seus
macicos rochosos, a protecdo de mata primaria e floresta pluvial montana, a



riqueza da flora e da fauna e a contribuicdo para a manutencéo climatica regional
(Cronemberger & Viveiros de Castro, 2007).

Somente em 1984, com 45 anos de atraso, através de um decreto, foram
definidos os limites geogréaficos precisos da Unidade de Conservacgédo. O longo
periodo sem definicdo dos limites contribuiu para agravar os problemas fundiarios
e ocupacgBes humanas que duram até hoje, especialmente nas localidades do
Garrafao, no municipio de Guapimirim, e Bonfim, em Petropolis (Cronemberger &
Viveiros de Castro, 2007).
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Figura 6 - Mapa do Parque Nacional da Serra dos Orgéos, RJ (area verde escura
corresponde a recente ampliacdo). Fonte: www.icmbio.gov.br/parnaso

Além da importancia da biodiversidade da regido, o PARNASO tem ainda
fundamental importancia na prote¢ao dos mananciais de abastecimento d’agua
para a populacao da regido e na estabilidade climatica, beneficiando os cerca de
700.000 habitantes dos municipios do entorno. O PARNASO protege o Dedo de
Deus, monumento geoldgico destacado como de apelo turistico e considerado
patrimonio natural do Brasil, sendo tombado pelo Instituto do Patrimonio Historio e
Artistico Nacional (IPHAN). O Dedo de Deus € o simbolo do Estado do Rio de


http://www.icmbio.gov.br/parnaso

Janeiro e esta representado no seu brasdo. O Dedo de Deus é também um
simbolo do montanhismo brasileiro e sua conquista € considerada o marco inicial
da escalada no pais. Nas montanhas da Serra dos Orgéos estdo também os
maiores pareddes do Brasil de elevada exigéncia técnica para escaladas
(Cronemberger & Viveiros de Castro, 2007; ICMBIO, 2008).

O PARNASO protege uma das mais importantes areas da Mata Atlantica, um
dos cinco hotspots de biodiversidade mais ameacados do planeta e de importancia
reconhecida internacionalmente através da Reserva da Biosfera (Mittermeier et al.,
1999; Cronemberger & Viveiros de Castro, 2007; ICMBIO, 2008). A Serra dos Orgaos
foi identificada em avaliagdo do Ministério do Meio Ambiente (PROBIO/MMA) como
area de extrema importancia biolégica para todos os grupos teméaticos analisados
(Vegetacdo e Flora, Invertebrados, Peixes, Répteis e Anfibios, Aves, Mamiferos e
Fatores Abidticos). A area foi identificada como exposta a alta pressao antropica e
apontada como &rea prioritaria para estabelecimento de corredores ecolégicos e
manejo de areas externas as Unidades de Conservacdo (Heringer & Montenegro,
2000; Cronemberger & Viveiros de Castro, 2007; ICMBIO, 2008).

O PARNASO ocupa posicao central no Corredor Ecolégico da Serra do Mar,
definido como uma das areas estratégicas pelo Projeto Parques e Reservas no ambito
do Programa Piloto para a Protecdo das Florestas Tropicais do Brasil — PPG7. A
regido contém ainda um dos maiores remanescentes de Mata Atlantica e 0 PARNASO
é a unidade central do Mosaico de Areas Protegidas da Mata Atlantica Central
Fluminense (Cronemberger & Viveiros de Castro, 2007; ICMBIO, 2008).

O relevo do PARNASO ¢é fortemente montanhoso, apresentando suas maiores
elevacdes na faixa que acompanha a linha diviséria dos municipios, que
correspondem ao divisor de bacias. As altitudes variam de 200 a 2263 metros acima
do nivel do mar; as cotas mais elevadas predominam na parte central do parque,
sendo a area mais alta de toda a Serra do Mar (Rocha et al., 2003; Cronemberger &
Viveiros de Castro, 2007). A significativa variacdo altitudinal gerou grande diversidade
de habitats e elevada riqgueza de espécies. No PARNASO ocorrem diversas
fitofisionomias: floresta pluvial sub-montana, floresta pluvial montana, floresta pluvial
alto-montana, campos de altitude e vegetacao rupicola (Cronemberger & Viveiros de
Castro, 2007; ICMBIO, 2008).

A grande diversidade de habitats, proporcionada pela variacdo no clima, nos
tipos de solo, formagdes geoldgicas e diferenciadas formagdes vegetacionais explica

a alta diversidade de espécies da fauna no PARNASO (Cronemberger & Viveiros de



Castro, 2007; ICMBIO, 2008). Apesar da existéncia de lacunas sobre o conhecimento
de varios grupos taxondémicos e dos estudos realizados estarem concentrados em
poucas &reas, em uma area relativamente pequena (10.600 hectares — area anterior
a ampliacdo, em 2008) j& foram registradas 462 espécies de aves, 83 de mamiferos,
82 de répteis, 102 de anfibios e 6 de peixes (Cronemberger & Viveiros de Castro,
2007; ICMBIO, 2008).

Comparando-se a lista de espécies ja identificadas no PARNASO com as listas
oficiais de fauna ameacadas de extingao (Bergallo et al., 2000; Machado et al., 2008),
existem 120 espécies ameacadas nos diversos status de ameaca das diferentes listas,
nameros gque estdo certamente subestimados, uma vez que as listas de espécies
disponiveis s@o ainda preliminares e diversos grupos taxonémicos que ocorrem em
areas remotas nao foram ainda amostrados (ICMBIO, 2008).

A fauna de mamiferos do PARNASO apresenta ainda algumas espécies
aléctones e exoticas. Como exemplo, os saguis C. jacchus e C. penicillata, nativos do
nordeste e centro do Brasil, respectivamente, que invadiram areas do PARNASO nas
Ultimas décadas, provavelmente oriundos do trafico (ICMBIO, 2008). A observacéo de
C. penicillata no Parque € frequente, inclusive, ja hibridando com C. aurita, Unico
calitriquideo nativo da regido, espécie rara e ameacada de extin¢do; a presenca de C.
jacchus é apenas presumida (ICMBIO, 2008). Ja foram observados grupos mistos de
C. aurita e C. penicillata (Pereira, 2006) e grupos compostos apenas por hibridos,
provavelmente de C. aurita e C. penicillata.

Apesar dos casos de invasdo de espécies exoticas e animais domeésticos, o
PARNASO n&o conta com pessoal e estrutura suficiente para manejar
adequadamente estes problemas. No Il Encontro de Pesquisadores do PARNASO
(2005), a assembleia ja listava como uma das areas consideradas como “lacunas de
conhecimento e pesquisas prioritarias” a necessidade de estudos para subsidiar o
manejo de espécies exaticas de fauna (Viveiros de Castro & Cronemberger, 2007).

A facilidade no acesso as areas do Parque e a ocupacao intensiva do entorno
fazem das espécies exoticas uma constante ameaca a biodiversidade do PARNASO
(ICMBIO, 2008). A proximidade de areas urbanas facilita também o acesso de animais
domésticos a area do Parque. Algumas medidas para reduzir os danos causados por
animais domeésticos vém sendo tomadas, como instalacdo de telas em areas limitrofes
com areas urbanizadas, mas estas ndo tém se mostrado eficientes para algumas
espécies (ICMBIO, 2008).



3.2- Coleta de dados:

3.2.1- Estimativa populacional:

Os tamanhos populacionais das duas espécies de primatas (C. aurita, C.
penicillata e seus hibridos) foram estimados através do método “Distance Sampling”
(Pinto et al., 1993; Peres, 1999; Buckland et al., 2001; Cullen Jr. & Rudran, 2003;
Oliveira et al., 2003; Santana et al., 2008). Transecc¢des foram feitas nas trilhas
demarcadas do PARNASO e em areas mais remotas, percorridas a pé a uma
velocidade média de 2 Km / hora, onde foram registrados o nimero de individuos de
cada espécie observada e a distancia perpendicular da posi¢do do individuo (ou do
primeiro individuo observado) ao transecto.

No entanto, nem todos os individuos presentes em uma area sao observados,
pois muitos podem se esconder ou fugir antes de serem detectados, o que levaria a
calculos de densidade subestimados. Assim, um dos pressupostos desta metodologia
é que todos os individuos sobre a linha central sédo registrados (Buckland et al., 2001)
e, conseqlentemente, que a probabilidade de um individuo ser detectado vai
diminuindo a medida que ele se encontra cada vez mais afastado da linha central
(Cullen Jr. & Rudran, 2003). Ha cinco pressupostos basicos para que se possa estimar
a densidade populacional de uma espécie (Buckland et al., 2001; Cullen Jr. & Rudran,
2003):

1) Objetos na linha central ou muito préximos a ela sdo sempre detectados;

2) Objetos sao detectados em sua posic¢éao inicial;

3) As medidas de distancia perpendicular sdo exatas;

4) Os transectos estao distribuidos aleatoriamente, pelo menos no que diz
respeito a distribuicdo dos objetos;

5) As deteccOes devem ser eventos independentes.

Uma vez satisfeitos os pressupostos, a estimativa de densidade é calculada
pela seguinte formula: D =n/2Lw, onde: D é a densidade, n € o numero de individuos

visualizados nos transectos, L é o comprimento total dos transectos na area de estudo



e 2w é a medida de largura efetiva, ou seja, w € uma distancia além da qual nenhum
objeto daquela espécie é detectado. Este valor vale para os dois lados da linha central

e deve ser duplicado para que se possa calcular a &rea efetivamente amostrada.

3.2.2- Colheita de material biol6gico, mensuracdo de pardmetros fisiolégicos e dados

biométricos:

Um grupo de sete saguis foi capturado com armadilhas de captura viva (modelo
Tomahawk) (Rossi Jr, 2007), iscadas com diversas frutas. As armadilhas foram
colocadas ap0s a observacao dos animais e a determinacao dos locais onde 0s
mesmos foram encontrados com maior frequiéncia. Essas armadilhas foram
mantidas em plataformas suspensas nas arvores e fechadas, mas com isca
acessivel aos sagis, de forma a habitua-los, durante dois dias. No terceiro dia, as
armadilhas foram abertas e iscadas, mas permaneceram travadas; finalmente, no
quarto dia, as armadilhas foram abertas, iscadas e checadas pela manha.

Os sagtiis capturados foram contidos manualmente com luvas grossas de raspa
de couro para a anestesia e posterior realizacdo dos procedimentos para colheita
de material biol6gico, mensuracao de parametros fisioldgicos e dados
biométricos. Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina, na
proporcao de 10 mg/Kg, por via subcutanea ou intramuscular (Pachaly, 2000;
Nunes et al., 2007; Verona & Pissinatti, 2007; Vilani, 2009), com seringa de 0,3 ou
0,5 mL. Durante o tempo em que 0s animais estiveram anestesiados, foi feita a
colheita de sangue no plexo arteriovenoso inguinal (Verona & Pissinatti, 2007),
com seringa de 3 mL e agulha 13x4, para analises clinicas e genéticas.

Os animais foram identificados quanto a espécie (se pura ou hibrido), sexo e
idade estimada (pelo tamanho e padréo de pelagem). O grupo era formado por
individuos hibridos, com quatro fémeas e trés machos, sendo quatro adultos, um
jovem e dois filhotes. Foram mensuradas a temperatura e as frequéncias cardiaca
e respiratéria no momento da manipulacdo, assim como dados biométricos tais
como peso, comprimento do corpo e comprimento da cauda. Foi avaliado ainda o
estado geral de cada animal capturado. Todos 0s animais capturados no
PARNASO foram levados para o Centro de Primatologia do Rio de Janeiro
(CPRJ) / Instituto Estadual do Ambiente (INEA).

Em virtude da ndo-captura de individuos da espécie Callithrix aurita no
PARNASO, foi realizada uma colheita de sangue de quatro saguis desta espécie
do CPRJ/ INEA, para analise clinica; o procedimento foi realizado apenas com
contencao fisica e parametros fisiologicos e dados biométricos nao foram
mensurados.

Para o hemograma, as dosagens bioquimicas e as analises genéticas, o sangue
foi recolhido em um tubo de ensaio contendo anticoagulante (EDTA - acido
etilenodiaminotetracético) e mantido em temperatura de refrigeracéo até o
momento da manipulacdo / processamento das amostras (Perez-Sweeney et al.,



2003). As analises hematolégicas e as dosagens bioquimicas foram realizadas na
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense com a finalidade
de obter um auxilio diagndstico do estado de saude dos animais (Santos, 1999;
Almosny & Monteiro, 2007; Santos & Cubas, 2007; Almosny, 2009).

As analises genéticas foram realizadas no Laboratério de Diagndésticos por DNA,
do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes / Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ), com a finalidade de confirmar geneticamente a hibridacao,
por uso de marcadores moleculares.

O trabalho teve sua autorizacdo expedida pelo ICMBIO através do Sistema de
Autorizacao e Informag&o em Biodiversidade (SISBIO), tendo os seguintes
codigos de identificacdo: 83737725, para o periodo de 23/10/2007 a 22/10/2008;
86171382, para o periodo de 10/10/2008 a 10/10/2009; e 86318497, para o
periodo de 19/11/2009 a 30/06/2010.

4- DENSIDADE POPULACIONAL DE Callithrix aurita, C. penicillata E SEUS
HIBRIDOS NO PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS

4.1- Introducao:

O método dos transectos lineares esta entre as metodologias mais utilizadas
na estimativa de densidade de popula¢gdes animais (Peres, 1999; Cullen Jr. & Rudran,
2003). Nos ultimos anos, a identificacdo de mamiferos em campo, principalmente
primatas, tem se baseado na metodologia de transectos lineares, pois muitas espécies
dessa ordem sdo conspicuas e de habitos diurnos, facilmente detectaveis em
trabalhos de campo (Santana et al., 2008).

Na prética e na maioria das vezes, a identificacdo do animal se baseia em uma
observacéo clara e direta. Entretanto, em algumas situacdes, a deteccéo do animal é
feita indiretamente, por meio de vocalizacdo, seguida de quebra de galho, de
movimento de arbustos ou de corrida na serrapilheira (Cullen Jr. & Rudran, 2003).
Uma vez identificada a espécie por observadores experientes, essas observacoes
indiretas podem ser consideradas, desde que anotada corretamente a distancia
perpendicular no local de onde se observou o primeiro indicio da presenca do animal
(Cullen Jr. & Rudran, 2003).

Dados de densidade podem ser de grande utilidade para o estudo das
consequéncias da fragmentac&o do habitat, como por exemplo para avaliar o



“status” de uma populagao que se encontra ameacada (Laurance, 1990 apud
Oliveira et al., 2003), ja que a densidade de primatas tem diminuido
significativamente por conta da fragmentacao, resultando até mesmo em extingdes

locais (Santana et al., 2008).

Callithrix aurita € uma espécie endémica da Mata Atlantica do Sudeste do Brasil
(Coimbra-Filho, 1983a; Auricchio, 1995; Fonseca et al., 1996; Mendes, 1997b), sendo
observada tanto em floresta priméria, quanto em mosaicos de floresta priméria e
secundéria, frequentemente com abundancia de bambus (Olmos & Martuscelli, 1995).
Esta espécie vive em pequenos grupos familiares variando de 1 a 11 individuos, mas
em média com quatro individuos (Muskin, 1983; Torres de Assumpcéo, 1983, apud
Rylands et al., 1993; Coimbra-Filho, 1991, Stallings & Robinson, 1991, apud Coutinho,
1996; Corréa et al., 2000). Geralmente, ha apenas uma fémea reprodutiva, embora
tenham sido observados casos de duas fémeas reproduzindo no mesmo grupo
(Corréa et al., 2000). Os poucos estudos que estimaram a densidade de C. aurita
relataram densidades de 19 individuos / km? (Corréa, 1995), de 15 individuos / km?
(Rylands et al., 1993, citando Torres de Assumpcéao, 1983) e de 3,5 individuos / km?
(Séo Bernardo & Galetti, 2004).

Callithrix aurita € uma espécie ameacada de extingdo e os critérios para té-la
incluida na Lista Oficial de Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extin¢céo
(Melo & Rylands, 2008) foram: a destruicdo do habitat, a incapacidade de adaptacao
a florestas secundarias degradadas, ao declinio populacional, a distribuicao restrita e
a introducado de espécies exoticas invasoras (Coimbra-Filho, 1983a; Rylands, 1994b;
Olmos & Martuscelli, 1995; Mendes, 1997a; Brandao & Develey, 1998; Melo, 1999;
Bergallo et al., 2000; SEMADS, 2001; Cunha, 2003; Rylands & Chiarello, 2003;
Cunha, 2004a,b; Hilton-Taylor et al., 2004; Rocha et al., 2004; Costa et al., 2005;
Pereira et al., 2008).

Os objetivos deste trabalho foram estimar a densidade e o tamanho
populacional das espécies de Callithrix que ocorrem no Parque Nacional da Serra
dos Orgdos (PARNASO). Pretende-se, com os dados obtidos, subsidiar futuros

planos de manejo e conservacgéo dessas populacoes.

4.2- Material e métodos:



Os tamanhos populacionais das duas espécies de primatas (C. aurita, C.
penicillata e seus hibridos) foram estimados através do método “Distance Sampling”
(Buckland et al.,, 2001). Transeccbes foram feitas nas trilhas demarcadas do
PARNASO e em areas mais remotas, percorridas a pé a uma velocidade média de 2
Km / hora. Foram registrados o namero de individuos de cada espécie observada e a
distancia perpendicular da posi¢éo do individuo (ou do primeiro individuo observado)
ao transecto (Buckland et al., 2001).

A coleta dos dados foi realizada no periodo entre outubro de 2007 e novembro de
2009, a partir de 10 trilhas dispostas no PARNASO, com tamanhos variando entre
0,4 a 4,6 km, de maneira a cobrir areas de dois municipios onde o parque esta
presente — Petropolis e Teresopolis. Um total de 263,7 km de trilhas foi percorrido
durante 127,75 horas de observacdo. Em Petropolis, o0 maior esforco (seis
campanhas) ocorreu pela descoberta de grupos puros de C. aurita e tentativas de
captura durante o desenvolvimento do trabalho. Em Teresopolis, foram realizadas
quatro campanhas por conta de descobertas anteriores de grupos mistos de C.
aurita com hibridos de Callithrix (Pereira, 2006) e por descobertas, durante o
desenvolvimento do trabalho, de grupos formados por hibridos de Callithrix.

Os levantamentos foram realizados, em sua maioria, por um unico observador,
nos periodos da manha e tarde, buscando os horarios de pico de atividade dos
primatas — todos os animais observados durante o retorno da trilha foram
considerados para as analises, por se tratarem de observacgfes realizadas em outro
esforco amostral (Cullen Jr. & Rudran, 2003). Ao chegar ao final da trilha, aguardava-
se o tempo recomendado — em torno de quatro horas, conforme preconizado pelo
meétodo — para o retorno.

De cada animal (no caso de individuos solitarios) ou do primeiro individuo de
cada grupo visualizado, foram anotadas as seguintes informacdes: 1) distancia
perpendicular entre o animal detectado e o transecto / trilha (medida com trena), 2)
transecto percorrido (medido com trena), 3) tempo gasto no percurso, 4) local e horario
de cada avistamento, 5) espécie visualizada e 6) numero de individuos por grupo.
Assim que um animal ou um grupo era detectado, era feito o seu acompanhamento
por, no minimo, 15 minutos (Pinto et al., 1993). Censos foram evitados durante os dias
chuvosos ou com muito vento, por conta da diminuicdo da atividade dos animais e
porque o barulho diminui a deteccao de vocalizacao (Cullen Jr. & Rudran, 2003). Os
pontos de observacao dos grupos foram marcados com o auxilio de um aparelho de
GPS.



Como auxilio a observacao, foi utilizado o método de “play-back” (Mendes,
1997b; Cosenza e Melo, 1998; Morais Jr. et al., 2004; Pereira, 2007), que consiste em
reproduzir chamadas de longa distancia com vocaliza¢cfes da espécie estudada, com
0 objetivo de aumentar o sucesso das observag¢des, mantendo os animais existentes
na area amostrada, facilitando sua identificacdo. Para este estudo, foi utilizado um
aparelho de som de uso doméstico, que reproduzia a vocaliza¢do de um individuo de
sexo indefinido da espécie C. aurita. O “play-back” ndo foi utilizado durante as
transecc¢Oes — apenas quando o grupo era encontrado, para uma melhor observacéo
— pois poderia superestimar o tamanho populacional.

Para estimar a densidade e tamanho populacional dos primatas, a analise
estatistica dos dados se deu através do programa “Distance”, versédo 5.0. O
fundamento desse método é a busca de um modelo, ou uma Funcdo de Deteccao,
gue melhor espelhe o comportamento das distancias perpendiculares observadas.
Depois, utiliza-se essa fungéo para estimar a proporcédo de individuos que néo foram
detectados durante os levantamentos, e, a partir dai, pode-se obter uma estimativa de
densidade da populacdo de interesse (Buckland et al., 2001). Dos modelos
estatisticos selecionados pelo programa para estimativa de densidade populacional,
foi utilizado o que apresentou o menor valor do “Critério de Informacao de Akaike”
(AIC).

4 .3- Resultados e Discussao:

Um total de 15 encontros visuais foi registrado durante o estudo (Tabelas 1 e 2),
sendo 11 para grupos de C. aurita (Figuras 7 a 9) e quatro para grupos mistos (C.
aurita com hibridos) ou formados apenas por hibridos de Callithrix (Figura 10).
Muito embora o numero minimo de detec¢des independentes recomendavel seja
40, tamanhos amostrais menores também podem gerar estimativas robustas,
dependendo da distribuicdo dos dados (Buckland et al., 2001; Cullen Jr. &
Rudran, 2003; Santana et al., 2008). Nesse sentido, deve ser considerado que
nem sempre € obtido o numero ideal de detec¢gBes dos animais, especialmente de
espécies raras, o que ndo impede que sejam efetuadas estimativas confiaveis da
densidade populacional, desde que os dados possibilitem o ajuste da Func¢é&o de
Deteccédo, com coeficiente de variacdo dentro de limites aceitaveis, fato que
ocorreu neste estudo.

O método de “play-back” se mostrou eficaz na manutengao dos animais avistados
nos locais de observagéao, por periodos relativamente longos, de até uma hora.



Durante os trabalhos de campo, 0s animais apareceram repetidas vezes em um

mesmo local.

Tabela 1: Relagéo dos encontros visuais registrados durante o estudo.

N° de
animais
avistados

7

W A N W W OO W A NN

Relacédo adultos / jovens /

filhotes

1/4/2
2/0/0
5/0/0
4/11/2
41112
41112
4/0/0
3/0/0
5/0/0
5/0/0
3/0/0
2/1/0
2/0/0
3/0/1
3/0/0

Hibridos / Localidade

Puros
Misto* Teresépolis
Puros Petropolis
Puros Petropolis
Hibridos Teresopolis
Hibridos Teresépolis
Hibridos Teresopolis
Puros Petropolis
Puros Petropolis
Puros Petr6polis
Puros Petropolis
Puros Petr6polis
Puros Petropolis
Puros Petr6polis
Puros Petropolis
Puros Petr6polis

OBS:* O grupo misto era formado por um individuo da espécie C. aurita e seis

hibridos.

Tabela 2: Registro dos pontos de observacdo com auxilio de GPS.

Periodo
(més/ano)
10/2007
04/2008

04/2008

Caracteristicas do
grupo

Misto (C. aurita e
hibridos)

Puro (C. aurita)

Puro (C. aurita)

Localidade
Teresopolis
Petrépolis

Petrépolis

Coordenadas UTM

23K 0706961 /
7516051

23K 0697165/
7514297

23K 0696352 /
7514682




04/2008

11/2008

01/2009

03/2009

07/2009

09/2009

Puro (C. aurita)
Somente hibridos
Puro (C. aurita)
Puro (C. aurita)
Puro (C. aurita)

Puro (C. aurita)

de Daniel Pereira, 2009.

Petropolis
Teresopolis
Petropolis
Petropolis
Petropolis

Petrépolis

23K 0694938 /
7515301

23K 0706652 /
7515609

23K 0696700 /
7514467

23K 0696144 /
7514746

23K 0696630 /
7514513

23K 0697263 /
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Figura 8 - Grupo de Callithrix aurita observado no PARNASO, Petropolis, RJ. Foto
de Daniel Pereira, 2008.



Figura 9 - Tentativa de captura de grupo de Callithrix aurita observado no
PARNASO, Petrépolis, RJ. Foto de Daniel Pereira, 2009.
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Figura 10 - Grupo de hibridos de Callithrix observado no PARNASO, Teresopolis,
RJ. Foto de Daniel Pereira, 2008.



A abundancia de C. aurita para a area de estudo ficou em 0,46 grupos / km? (ou
217 hectares / grupo). Para os hibridos de Callithrix, a abundéancia foi de 0,86
grupos / km? (ou 116 hectares / grupo). A probabilidade de deteccdo dos
individuos esta ilustrada nas figuras 11 e 12, e os modelos estatisticos com o
respectivo valor de AIC estdo representados na Tabela 3.
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Figura 11 - Gréfico de probabilidade de deteccéo de Callithrix aurita no
PARNASO, Petrépolis, RJ.
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Figura 12 - Grafico de probabilidade de deteccéo de hibridos de Callithrix no
PARNASO, Teresopolis, RJ.

Tabela 3: Modelos estatisticos com respectivo valor de AIC.

Modelo Callithrix Hibridos de

aurita Callithrix

Conventional Distance Sampling 79.595306 32.453518
Multiple Covariate Distance Sampling 79.577950 32.453300

A densidade populacional estimada foi de 1,42 individuos / km? para C. aurita e de
0,56 individuos / km? para hibridos de Callithrix. O tamanho dos grupos de C.
aurita encontrados na area de estudo variou de dois a cinco individuos, com uma
meédia de 3,54 individuos / grupo. Para 0s grupos mistos ou com hibridos, o
tamanho dos grupos néo variou (sete individuos), com uma média de sete
individuos / grupo.

A densidade populacional estimada para C. aurita neste estudo foi menor do que
os valores encontrados na literatura. Sdo Bernardo & Galetti (2004) chegaram a
uma densidade de 3,5 individuos / km?; Rylands et al. (1993), citando Torres de

Assumpcéo (1983), estimaram uma densidade de 15 individuos / km? e Corréa
(1995) estimou uma densidade aproximada de 19 individuos / km?.

O tamanho dos grupos de C. aurita concorda com os dados obtidos em trabalhos
anteriores (Muskin, 1983; Torres de Assumpcéo, 1983, apud Rylands et al., 1993;
Coimbra-Filho, 1991; Stallings & Robinson, 1991, apud Coutinho, 1996), a
excecdo de Corréa et al. (2000), que observaram grupos maiores, de 6 a 11
individuos.

Comparando os grupos estudados, tanto os valores de abundancia quanto os de
densidade populacional de C. aurita sdo superiores aos encontrados para 0s
hibridos de Callithrix, mas a densidade populacional é inferior quando comparada
com estudos anteriores, podendo ser reflexo de alta pressao de predacéo (Corréa
& Coutinho. 1997; Sao Bernardo & Galetti, 2004). O tamanho dos grupos esta
dentro do esperado para C. aurita; em contrapartida, 0s grupos mistos ou
formados apenas por hibridos na area de estudo possuem mais individuos.

Primatas s&o importantes indicadores para as florestas tropicais como
componente fundamental de estratégias para a conservacdo da biodiversidade
(Oliveira et al., 2003). Populagdes de C. aurita ndo foram encontradas nas areas do
PARNASO situadas nos municipios de Mage, Guapimirim e Teresopolis (a excecéo
do grupo misto encontrado em Teresopolis, com apenas um exemplar da espécie C.
aurita). Isso evidencia que a espécie ainda devera constar na Lista Oficial de espécies
ameacadas de extin¢gdo do Estado do Rio de Janeiro e do Brasil (Bergallo et al., 2000;
Melo & Rylands, 2008) e, provavelmente, mudar para uma categoria maior de

ameaga.



Callithrix aurita parece estar bem preservada apenas na area do PARNASO
correspondente ao trecho situado na cidade de Petropolis — o que confirma a
importancia da conservacdo destas areas para manter a viabilidade destas
populac6es em médio e longo prazo (Passamani, 2008). Entretanto, a regido sofre
com a ameaca de saglis invasores na area urbana mais proxima das imediacdes do
parque em Petropolis. Estes podem, por dispersdo ou introducdo antrdpica, chegar
até as imediacdes do PARNASO, podendo iniciar um processo de hibridacdo como o

ocorrido em Teresopolis, com consequéncias similares.

5- ANALISE CITOGENETICA E MOLECULAR DE HiBRIDOS DE Callithrix NO
PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS



5.1- Introducéao:

5.1.1- Andlise genética e sua importancia para a conservacao:

A base da diversidade biologica é a variabilidade genética; seu estudo expressa
as diferencas existentes entre as popula¢cdes das diversas espécies,
representando atualmente uma ferramenta essencial para a conservacao que,
combinada com estudos de ecologia e sistematica, auxilia no entendimento da
sustentabilidade das espécies, bem como das populacdes que as constituem
(Fagundes, 2005).

A Biologia da Conservacéao, desenvolvida em resposta a crise pela qual a
biodiversidade passa atualmente, utiliza um grande nimero de disciplinas das
areas de ciéncias naturais e sociais (Perez-Sweeney et al., 2003). Dentre essas, a
genética tem um papel diversificado, ndo sendo limitado apenas a identificacao e
mitigacdo das consequéncias da endogamia e da exogamia (Perez-Sweeney et
al., 2003). Em combinacéo com outras disciplinas, como a ecologia e a biologia
de populacdes, a genética esta se tornando uma ferramenta importante na
determinacao do que conservar, onde focalizar os esforcos de conservacao e
como conservar a diversidade genética nas populacdes com o objetivo de manter
0 seu potencial evolutivo e, consequentemente, da espécie (Gagneux et al., 1997;
Williams-Blangero et al., 2002; Perez-Sweeney et al., 2003).

A genética é utilizada de modo particular na conservacao para melhor caracterizar
a biodiversidade das popula¢@es biolégicas que sofreram impacto antrépico (Solé-
Cava, 2001), principalmente por fragmentacéao florestal. Deste modo, a populagéo
original é dividida em diversas pequenas subpopulacées, que contém apenas
parte da variabilidade genética da populacao original (Meffe, 1987). Se essas
subpopulacdes estiverem totalmente isoladas entre si, ndo ocorrendo fluxo
génico, tornam-se sujeitas aos efeitos de endocruzamentos e deriva genética,
diminuindo ainda mais a variabilidade genética, e podendo ser extintas (Primack &
Rodrigues, 2001; Valladares-Padua et al., 2003).

Neste contexto, a associacao de dados oriundos da genética molecular e da
citogenética pode contribuir de maneira significativa no fornecimento de subsidios
para propostas de implantacdo de areas de reprodugdo, manejo, conservacao e
estudos de sistematica evolutiva, permitindo o desenvolvimento de novas
possibilidades de geracdo de marcadores para estudo de diversidade, comparacao
de espécies e outros grupos taxondémicos (Rieger et al., 2006).

Uma preocupacgdo crescente dentro da conservacdo da biodiversidade é a
hibridacdo (Mendes, 1997a; Allendorf et al., 2001; Primack & Rodrigues, 2001,



Matthews & Brand, 2005; Moura-Britto & Patrocinio, 2006; Vellend et al., 2007; Fox,
2008; Petenon & Pivello, 2008). A hibridacédo pode ser definida como o cruzamento
entre individuos diferentes, em geral membros de espécies distintas. A hibridagéo
ocorre devido a uma falha nos mecanismos de isolamento que permite o cruzamento
de individuos que diferem genética e taxonomicamente (Mayr, 1977).

Os hibridos nao diferem apenas morfologicamente dos individuos das espécies
paternas, mas também em fertilidade e viabilidade. No entanto, a reducédo da
fertilidade ndo esta necessariamente correlacionada com a reducédo de viabilidade
(Mayr, 1977).

Este cruzamento pode resultar no desaparecimento de espécies puras ou ha
perda de possibilidade de formacédo de novas linhagens dentro das espécies (Cortés-
Ortiz et al., 2007). A hibridacao entre espécies introduzidas e espécies nativas pode
causar problemas para a conservacao (Mallet, 2005), como demonstrado no caso do
sagui Callithrix aurita, ameacado de extincdo também pela hibridacdo com espécies
invasoras (Stallings & Robinson, 1991, apud Coutinho, 1996; Coimbra-Filho et al.,
1993; Mendes, 1997a; Pereira, 2006; Melo & Rylands, 2008). A invasao de espécies
exoticas (com o agravante da hibridacdo) é considerada uma das maiores ameacas
aos primatas neotropicais (Rylands et al., 1993a; Bicca-Marques et al., 2006; Pissinatti
& Silva, 2009). Populacdes introduzidas de espécies como C. jacchus e C. penicillata
em areas de ocorréncia de outros calitriquideos sdo motivo de preocupacéo, dentre
outras coisas, pela possibilidade de hibridacdo com congéneres nativos (Bicca-
Marques et al., 2006).

5.1.2- Analise citogenética:

A determinacao das caracteristicas cromossémicas representa uma importante
ferramenta para planos de conservacgao in situ e ex situ, sendo também capaz de
prover valiosas informacdes sobre a filogenia de espécies dentro de um grupo. Sua
utilizacéo tem contribuido para que se entenda o papel dos rearranjos cromossémicos
na especiacédo. Ademais, tem trazido esclarecimentos acerca da diferenciagdo dos

cromossomos sexuais; tem auxiliado na identificacdo e caracterizacdo de espécies



consideradas cripticas e possibilita a identificacdo do sexo em espécies que nhao
apresentam dimorfismo sexual (Santos & Gunski, 2006)

Estudos citogenéticos sdo necessarios para a conservacao de animais selvagens,
em vida livre ou em cativeiro (Nagamachi & Ferrari, 1984; Benirschke &
Kumamoto, 1991; Williams-Blangero et al., 2002). Pela analise citogenética, pode-
se precisar a identificacdo taxondmica dos animais avaliados, bem como
promover a orientacdo de acasalamentos, prevenindo assim a formagéo de
hibridos que podem levar as espécies a extin¢cado (Benirschke & Kumamoto, 1991;
Williams-Blangero et al., 2002).

Os métodos de analise filogenética tém sido utilizados como ferramentas para a
sistematica dos organismos (Schneider, 2003), possibilitando, com isso, a
determinacao de correlacao entre diferentes espécies. As diferencas existentes
entre os cariotipos de diferentes espécies e aquelas entre individuos de mesma
espécie (polimorfismo cromossémico) sdo decorrentes de rearranjos
cromossOmicos que ocorreram em ancestrais comuns remotos ou mais recentes.
Assim a citogenética apresenta importancia nos estudos evolutivos, ja que pode
auxiliar na elucidacao de problemas de relacdo entre espécies, principalmente
onde a morfologia ndo apresenta conclusdes significativas (Almeida et al., 2001a).

5.1.3- Andlise molecular (marcadores moleculares):

A genética molecular € uma abordagem que tem sido cada vez mais empregada
na classificacdo taxonémica, e auxilia na avaliacdo da biodiversidade e na tomada
de deciséao relativa a prioridade de conservacéo para diversos taxa (Tagliaro et
al., 2000). O reconhecimento de grupos que exibem uma diferenciacéo evolutiva
muito pequena e que sao filogeneticamente distintos permite um direcionamento
no esfor¢co de conservacao para proteger o maximo de diversidade bioldgica,
dando prioridade aos taxons que sofrem maior risco de extingéao (Tagliaro et al.,
2000). O uso de marcadores moleculares em estudos de conservacao € recente,
mas tem se tornado uma metodologia frequiente nesta area (Fagundes, 2005;
Andrade, 2006).

As metas de conservagao em longo prazo sao evitar a endogamia em espeécies
gue nédo sao naturalmente endogamicas e permitir a elas manter o maior potencial
evolutivo possivel (manter sua alta diversidade genética), independente de sua
fragmentacao atual. Isso é possivel realizando a analise genética das populagdes,
incluindo a identificacdo da sua estrutura genética e dos fatores que as afetam,
como tamanho efetivo da populagéo, fluxo génico e sistemas de acasalamento
(Perez-Sweeney et al., 2003; Fagundes, 2005).

S&o varios os fatores que alteram a variabilidade genética: alguns estao
associados ao seu aumento (mutacao e fluxo génico) e outros a sua diminuicdo
(endocruzamento, reducdes populacionais drasticas, subestruturacéo
populacional e selecédo) (Fagundes, 2005; Ingléz, 2006). Existem diversas formas
de avaliar e mensurar a variabilidade genética nas populagfes; a mais utilizada é



a distribuicdo de alelos de marcadores genéticos, como o polimorfismo de
proteinas, as variagdes no DNA — tanto nuclear como extranuclear — a
composicao e estruturacdo dos genomas, além de algumas caracteristicas
fenotipicas (Ingléz, 2006).

A Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi concebida no inicio da década de
80, mas foi utilizada de forma rotineira somente a partir da década de 90 (Rieger
et al., 2006). A técnica de PCR consiste em uma sequéncia alternada de trés
passos: 1) separacao das fitas do DNA molde por desnaturaracéo; 2) o
anelamento dos iniciadores (ou primers) especificos as suas sequéncias
complementares no DNA desnaturado; 3) e, finalmente, a extensédo das fitas de
DNA a partir dos iniciadores (Ruiter, 2004; Rieger et al., 2006). Para amplificar o
fragmento de DNA de forma especifica, sdo utilizados iniciadores, que séo
oligonucleotideos de aproximadamente 20 nucleotideos, para anelar de forma
precisa nas extremidades das fitas complementares do DNA em sentidos
antiparalelos. Os iniciadores séo entdo estendidos pela DNA polimerasase, que
copia a sequéncia da fita complementar, produzindo novas fitas de DNA. Os
iniciadores séo necessarios ndo somente para delimitar o fragmento a ser
amplificado, mas também porque a DNA polimerase ndo consegue iniciar uma
nova cadeia de DNA, mas somente estendé-la (Ruiter, 2004; Rieger et al., 2006).
Esta caracteristica confere especificidade a amplificacdo do fragmento de DNA,
evitando que outras seqiéncias sejam também amplificadas. Como as DNA
polimerases comuns nao resistem a variacdo de temperatura, € utilizada a Taq
DNA polimerase, produzida pela bactéria Thermus aquaticus, adaptada a viver
normalmente na agua fervente de determinadas formacdes geoldgicas; por isso,
sua DNA polimerase € altamente resistente a temperatura (Rieger et al., 2006).
Finalmente os produtos da PCR sao visualizados num gel de agarose ou
poliacrilamida apoés eletroforese. Esta visualizagé@o € possivel com o auxilio do
brometo de etidio que, quando presente no gel, se interpbe entre as duas fitas do
DNA e se torna avermelhado na presenca de luz ultravioleta (Rieger et al., 2006).

Dentre os marcadores genéticos empregados, destacam-se 0s microssatélites
(Ruiter, 2004; Ingléz, 2006). O DNA genbmico apresenta regides de copia Unica e
outras com niveis variaveis de repeticdes. Estas repeticbes podem ser longas
(satélites), curtas (minissatélites) ou muito curtas (microssatélites). Os
microssatélites, também chamados SSRP (Simple Sequence Repeat
Polymorphisms) ou STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites), séo
sequéncias repetidas de um, dois, trés ou quatro nucleotideos e que estao
espalhadas pelo genoma de um individuo. Sao altamente polimorficos em plantas,
animais e microrganismos. Assim, cada regido genémica que contenha um
determinado namero de repeticOes de uma destas seqiiéncias constitui-se num
loco genético, altamente variavel entre individuos e multialélico (Ferreira e
Grattapaglia, 1996). Comparativamente aos RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphims ou polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricdo), os
microssatélites proporcionam 3 a 4 vezes mais polimorfismo ou informacao.
Entretanto, para o uso rotineiro dos microssatélites, ha a necessidade de primeiro
amplificar uma regido por PCR, determinar a sequéncia de nucleotideos e em
seguida, sintetizar os iniciadores especificos para cada loco. Uma vez feito isto, o
loco marcador pode ser utilizado indefinidamente na espécie. O mapeamento
genético e a caracterizacao de variedades, para fins de protecéo e de



conservacao de varias espécies, esta sendo feito com o uso dos marcadores
microssatélites (Rieger et al., 2006).

Os microssatélites sdo mais apropriados para estudos que envolvem estimativa
de tamanho populacional efetivo, detec¢éo e datacdo de gargalos genéticos,
deteccao de ocorréncia de selecdo, migracao e fluxo génico, identificacéo
individual e rastreamento, estrutura e histdria populacional, filogeografia,
identificacdo de populacdes fontes para recuperacéo de espécies ameacadas,
introgressao, status taxondémico, locais e populacdes para reintroducao, sistemas
de acasalamento, analise de paternidade, hibridacéo (Ohnishi et al., 1998; Perez-
Sweeney et al., 2003; Ruiter, 2004; Fagundes, 2005; Andrade, 2006).

Outras técnicas particularmente Gteis para a investigacdo das relagdes familiares,
buscando tracar a historia de uma populacao ou de uma espécie, sdo a analise do
DNA mitocondrial (herdado da linhagem materna) e a dos polimorfismos nos
genes do cromossomo Y (herdado da linhagem paterna) (Ruiter, 2004).

Entretanto, nem sempre a histéria evolutiva da sequéncia de DNA mitocondrial
estudada reflete a histdria evolutiva da espécie (Jacques, 2005). Fatores como a
hibridacao entre espécies e introgressao, retencado de polimorfismos ancestrais e
insercdes nucleares de genes mitocondriais podem resultar em arvores
filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA mitocondrial que nao refletem a
histéria evolutiva do grupo estudado (Jacques, 2005).

5.1.4- O género Callithrix:

A sistematica dos primatas do Novo Mundo tem sido objeto de intenso debate
durante os ultimos 40 anos (Rylands et al., 2000; Schneider, 2000). As espécies
do género Callithrix eram divididas em dois grupos (Hershkovitz, 1977): o grupo
jacchus, englobando as espécies da regido oriental brasileira, nos biomas Mata
Atlantica, Cerrado e Caatinga; e o grupo argentata, formado por espécies que
ocorrem na Amazonia brasileira. Analises filogenéticas da familia Callitrichidae
realizadas por Tagliaro et al. (1997) mostraram, através dos dados gerados pela
analise de sequéncias do DNA mitocondrial, que existe suporte molecular para
uma divisdo entre as espécies da regido amazébnica e as da Mata Atlantica. Até o
ano 2000, as espécies que atualmente compdem o género Mico pertenciam ao
género Callithrix. Estudos filogenéticos indicaram que o grupo argentata € mais
proximo do género Cebuella do que do grupo jacchus e, por isso, 0 grupo
argentata foi elevado a género - Mico (Rylands et al., 2000; Bicca-Marques et al.,
2006).

Diversos autores consideram as espécies do grupo jacchus — Callithrix jacchus, C.
penicillata, C. aurita, C. flaviceps, C. geoffroyi, C. kuhlii — como espécies distintas
(Coimbra-Filho, 1971; Coimbra-Filho, 1983a; Natori, 1986; Stevenson & Rylands,
1988; Coimbra-Filho, 1990, 1993; Rylands et al., 1993; Natori, 1994; Marroig,
1995; Mendes, 1997b; Melo, 1999; Rylands et al., 2000; Marroig et al., 2004;
Grelle & Cerqgueira, 2006).



Coimbra-Filho (1971, 1978) reconhece que cada uma das formas do género
Callithrix possui um padréo de uniformidade e de delimitacdo das suas populacfes
naturais, ndo observando intergradacao entre as espécies e desconhecendo casos de
hibridagéo natural, além de néo ter observado individuos com caracteristicas dubias,
ou seja, de tipos semelhantes aos padrdes hibridos obtidos em cativeiro. Mesmo que
fosse encontrado na natureza um ou outro individuo hibrido, isso ndo representaria
maior significado no contexto populacional onde se processaria a hibridacdo, pois
qualquer hibrido desse tipo seria absorvido geneticamente por uma das populacdes
caracterizadas (Coimbra-Filho, 1978). Mesmo que, excepcionalmente, um ou outro
caso de hibridacdo natural tenha lugar em zonas de sobreposicdo, o nimero desses
espécimes seria desprezivel — a verdadeira intergradacdo é condicionada a existéncia
de numero razoavel de hibridos naturais, que se apresentariam num gradiente
fenotipico, cujos padrées tenderiam para cada uma das populacfes, conforme sua
proximidade (Coimbra-Filho, 1978).

Para Coimbra-Filho (1991), existe afinidade filogenética entre C. aurita e C.
flaviceps. Mendes (1997b) destaca que, de fato, ha estreita relagéo filogenética entre
as duas espécies, que possuem distinto padrdo de vocalizacdo e distribuicoes
geograficas ndo sobrepostas e parapatricas, como as demais espécies do grupo
(Grelle & Cerqueira, 2006). Natori (1986; 1994), que estudou a estrutura dental e a
variacao craniométrica de varias espécies do género, afirma que todos os saglis do
género Callithrix da regido oriental brasileira podem ser considerados espécies
validas. Para Marroig (1995) e Marroig et al. (2004), a polémica sobre as espécies de
Callithrix da regido oriental brasileira deve ser encerrada, pois tratam-se de espécies
boas, pelo menos até que novos fatos sobre a existéncia e dindmica de possiveis
zonas de hibridac&o sejam conhecidas.

A andlise genética em primatas contribui para uma melhor compreenséo tanto do
comportamento social quanto do seu processo evolutivo (Ruiter, 2004). No
entanto, estudos citogenéticos e de genética molecular tém sido inconclusivos no
debate acerca do status taxonémico do grupo jacchus (Rylands et al., 2000).

A caracterizacdo do cariétipo da familia Callitrichidae tem sido realizada por
diversos autores. Embora numerosos, estes trabalhos néo explicam as relagdes
filogenéticas entre os taxa (Nagamachi et al., 1999). Nagamashi et al. (1997)
concluiram que as cinco espécies estudadas de Callithrix do grupo jacchus (a
excecao de C. flaviceps) sdo extremamente homogéneas quanto aos cariotipos,
exceto pelo tamanho e morfologia do cromossomo Y (Figura 13).
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Figura 13 - Comparacdo do padrao de bandas G das cinco espécies de Callithrix
(CGE, Callithrix geoffroyi; CAU, C. aurita; CPE, C. penicillata; CKU, C. kuhlii; CJA, C.
jacchus). Cada par de cromossomos estd representado por um dos homologos.
(Retirado de Nagamashi et al., 1997).
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As andlises moleculares também demonstram que a divergéncia genética no
grupo jacchus é pequena (Tagliaro et al., 1997; Schneider, 2000). No entanto,
Moreira (2002) encontrou uma diferenca no gene SRY que pode representar um
possivel marcador para a espécie C. aurita. O gene SRY (regido determinante do
sexo masculino), presente no cromossomo dos machos, organiza a gdbnada em
desenvolvimento, que se torna um testiculo em vez de um ovario (Hickman et al.,
2004). A determinacao do sexo nos mamiferos depende da presenca (nos
machos) ou auséncia (nas fémeas) do gene SRY que esta localizado no
cromossomo Y (Sinclair et al., 1990, apud Moreira, 2002). Amplificando 850 pares
de base do gene SRY, foi revelada uma delecdo de nove pares de base em C.
aurita, diferente de todas as outras espécies deste grupo, a excecao de C.
flaviceps (ainda ndo estudado, nem por citogenética, nem por analise molecular).

De acordo com Schneider (2000), a pequena divergéncia genética entre espécies
do género Callithrix sugere que a especiacao neste grupo € um evento muito
recente. As analises realizadas evidenciam uma clara distin¢éo de C. aurita,
sendo esta a espécie do grupo que se separou mais cedo (Tagliaro et al., 1997;
Schneider, 2000; Sena et al., 2002). As outras espécies possuem maior
semelhanca, ndo sendo possivel para estes autores uma distingao clara entre as
mesmas.



Por muito tempo, ndo se evidenciou qualquer forma de hibridacao - natural ou
artificial - entre as espécies do género Callithrix (Coimbra-Filho, 1970, 1971, 1972;
Coimbra-Filho & Maia, 1976; Coimbra-Filho, 1978). Nos ultimos anos, foram
relatados casos de hibridag&o entre C. aurita e C. penicillata nos Estados de Sao
Paulo (Mendes, 1997a), Minas Gerais (Stallings & Robinson, 1991, apud
Coutinho, 1996; Melo & Rylands, 2008) e Rio de Janeiro (Pereira, 2006). As listas
de espécies ameacadas de extin¢cdo citam a hibridacéo, juntamente com a
destruicdo de habitat, como uma das maiores ameacas a conservacao de C.
aurita (Bergallo et al., 2000; Melo & Rylands, 2008; Rylands et al., 2008). No
entanto, a comprovacao genética da espécie paterna, envolvida no
intercruzamento em populacdes cujos individuos foram considerados hibridos de
acordo com a pelagem, so foi concretizada recentemente. As analises,
citogenética e molecular, confirmaram a paternidade por um macho de C. aurita
em outros trés machos hibridos capturados em Guapimirim, RJ, em 2004 (Oliveira
et al., 2010; Nogueira et al., no prelo). Aparentemente, estes casos estao
associados a interferéncia antropica, com introducdes relativamente frequentes e
recorrentes nas areas (Pereira, 2006; Melo & Rylands, 2008 ).

No presente trabalho, as caracteristicas morfolégicas dos individuos capturados
no Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) sugerem um caso de
hibridacdo entre C. aurita e, possivelmente, C. penicillata, que é a espécie
invasora que ocorre no local. Desse modo, pela andlise citogenética do
cromossomo Y, 0os machos teriam o cromossomo Y diminuto e acrocéntrico como
C. aurita, ou pequeno e submetacéntrico como C. penicillata. Pela anélise
molecular do gene SRY dos machos capturados, a presenga ou auséncia da
delecdo de nove pares de base, identificada por Moreira (2002), também pode
indicar a espécie paterna envolvida na hibridacdo natural. Sendo assim, as
andlises citogenética e molecular foram utilizadas neste trabalho com os objetivos
de estudar o cariétipo e identificar a morfologia do cromossomo Y nos machos
capturados; e identificar a presenca ou auséncia da delecdo de nove pares de
base no gene SRY dos individuos estudados, visando identificar a espécie
paterna envolvida na hibridagao natural.

5.2- Material e métodos:

5.2.1- Animais estudados:

Foram estudados trés machos hibridos, capturados (Figuras 14 e 15) no Parque
Nacional da Serra dos Org&os, municipio de Teresépolis, RJ, e mantidos em
cativeiro no CPRJ / INEA. Os machos capturados foram identificados como
hibridos com base nas caracteristicas fenotipicas, sendo provavelmente oriundos
de cruzamentos entre C. aurita e C. penicillata (Pereira, 2006).



Seguiu-se o padrdo de pelagem de C. aurita conforme esta descrito em Auricchio
(1995): dorso castanho-avermelhado-escuro, as vezes todo negro; cauda negra
com finos anéis brancos; peito grisalho escuro; baixo dorso, parte ventral e
pernas, negros, sem estrias, mas pontilhados de vermelho; regido ao redor das
orelhas e bochechas formando anel preto ao redor da face; mancha branca
caracteristica na fronte; crista mediana de pélos curtos e ericados no apice
castanho-claro que varia de extenséo; pélos internos da orelha que formam um
tufo branco ou bege como o queixo e a face (Figuras 16 e 17).

)

Figura 14 - Hibrido de Callithrix capturado no PARNASO, Teresépolis, RJ. Foto de
Daniel Pereira, 2008.
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Figura 15 - Grupo anestesiado de hibridos de Callithrix capturados no PARNASO
e levados para o CPRJ / INEA. Foto de Daniel Pereira, 2009.
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Figura 16 - Padrdo de pelagem (dorso) de Callithrix aurita (individuos
taxidermizados do CPRJ / INEA). Foto de Daniel Pereira, 2008.
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Figura 17 - Padréo de pelagem (ventre) de Callithrix aurita (individuos
taxidermizados do CPRJ / INEA). Foto de Daniel Pereira, 2008.

5.2.2- Colheita de amostras:

Para as analises genéticas, os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina, na proporcdo de 10 mg/Kg, por via subcutanea ou intramuscular, com
seringa de 0,3 ou 0,5 mL. Durante o tempo em que 0s animais estiveram
anestesiados, foi feita a devida assepsia da regido interna do quadril, onde esta
localizado o plexo arteriovenoso inguinal. A colheita de, pelo menos, 2 mL de
sangue, foi realizada com seringa de 3 mL e agulha 13x4,5.

O sangue foi recolhido em um tubo de ensaio contendo anticoagulante (EDTA -
acido etilenodiaminotetracético) e mantido em temperatura de refrigeracdo até o
momento da manipulacdo / processamento das amostras (Perez-Sweeney et al.,
2003). As analises genéticas foram realizadas no Laboratdrio de Diagndsticos por
DNA, do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes / Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ), com a finalidade de confirmar geneticamente, por uso
de marcadores moleculares, a hibridacao entre C. aurita e C. penicillata, devido
as condi¢bes encontradas na area de estudo (grupo com C. aurita e hibridos;
individuo C. penicillata encontrado sozinho; grupo formado apenas com hibridos)
(Pereira, 2006).



5.2.3- Analise citogenética:

Para obtencdo das metafases foi utilizada a técnica de cultura de linfocitos do
sangue periférico (Moorhead et al., 1960):

Oito gotas de sangue (0,4 mL) de cada animal foram semeadas em garrafas de
vidro estéreis contendo 6 mL de meio de cultura RPMI 1640, 2 mL de soro fetal bovino
e 0,2 mL de fitohemaglutinina.

Cada cultura permaneceu em estufa durante 72 horas a 37° C. Uma hora antes
do término do tempo da incubacao, adicionou-se 0,2 mL de colchicina a diluicdo
de 0,05 microgramas por mililitro, com a finalidade de interromper o ciclo mitético
na fase de metéfase, onde os cromossomos apresentam o melhor grau de
condensacéao para serem observados ao microscopio.

Apés a incubacdo, as culturas foram submetidas a processos de centrifugacao
(a 1000 rpm por 10 minutos) e hipotoniza¢édo (com solucédo hipoténica de KCI 0,075 M
por 22 minutos), resultando em turgidez das células por absorcdo da solucdo. O
material foi fixado com solugcédo de metanol e 4cido acético (3:1) e centrifugado, pelo
menos, trés vezes. As laminas antecipadamente lavadas e preservadas em recipiente
com agua deionizada gelada receberam, sobre a fina pelicula de agua gelada,
algumas gotas do material ja fixado.

Para andlise do numero e forma dos cromossomos foi utilizada a coloracao
convencional com Giemsa a 3% em tampao fosfato. As melhores metéafases foram
fotografadas com camera digital ao microscépio para posterior montagem dos

cariétipos, no programa Adobe Photoshop CS3, e analise dos cromossomos.

5.2.4- Andlise molecular:

Na analise molecular dos hibridos, o DNA foi extraido de amostras de sangue
provenientes dos trés individuos capturados. A extracédo foi feita pela técnica de
Salting-out (FitzSimmons et al., 1995) e por fenol/cloroformio (Sambrook et al.,
1989), no Laboratdrio de Diagnéstico por DNA (LDD) da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ).

A opcéo pelo método de precipitacdo por acetato de aménia deveu-se ao fato
de que esta técnica também proporciona DNA de excelente qualidade e, por ser

menos toxica, pode ser realizada na bancada. Para a extracdo do DNA, o sangue (50-



100 pl) foi colocado em tubo eppendorf contendo 250 ul de tampéao de lise (20mM
EDTA, 12mM NaCl e 50 mMTris HCL pH 8,8) e 10 pl de proteinase K (10mg/ml). Os
tubos foram agitados e colocados a 55°C ou 37°C por um minimo de 4 horas. Uma
vez tendo sido digerido o sangue, foram adicionados 300 ul de solug&o de acetato de
amonia 4M a cada amostra. As amostras foram agitadas diversas vezes, em periodos
regulares, durante um periodo de 15 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 15000 rpm. O sobrenadante
foi aspirado e colocado em um outro tubo eppendorf onde foi adicionado 1 ml de etanol
100%. Apds nova centrifugacéo e descarte do etanol, adicionou-se 1 ml de etanol 70%
para lavar o pellet (precipitado). Apés a centrifugacéo, o etanol foi descartado e os
tubos foram colocados invertidos em papel por aproximadamente 30 minutos para
secagem. Uma vez secos, foram adicionados 100 pl de T10E1.0 (10mM Tris 0.1 mM
EDTA). A guantidade adicionada esta relacionada do tamanho do pellet, podendo
chegar a 500 ul no total. Em seguida, os frascos foram agitados para deslocar o pellet,
que fica aderido a parede do tubo eppendorf, e colocados em banho-maria (37 ou
65°C / 30 minutos) para completa dissolugdo do DNA.

Na extracdo de DNA por Fenol/Cloroférmio, foram adotados os seguintes
procedimentos:

1- O sangue deve ser conservado em eppendorf contendo etanol absoluto.
Apoés retirar do tubo a quantidade de sangue necesséria para a extracdo, remova o
excesso de etanol em papel toalha. Depois, deixe o tubo com a tampa aberta para
evaporar o restante do etanol contido no sangue.

2- Adicione a um eppendorf de 1,5 mL: Tamp&o de digestdo (500 uL de 1 x
TNE; 50 uL de Tris-HCI 1 M; 24 uL de SDS 25% e 10 uL de Proteinase K 10 mg/mL)
+ 10 uL de sangue total.

3- Cologue em banho-maria a 37 °C durante a noite ou a 55 °C por 3 horas.

4- Adicione 500 uL de fenol/cloroférmio/iso-amil-alcool (24:23:1).

5- Agitar até que esteja completamente misturado. Uma emulséo leitosa ir4 se
formar.

6- Centrifugar a 13000 rpm por 5 min.

7- Remover o sobrenadante para um eppendorf de 1,5 mL identificado.

8- Adicionar 500 uL de cloroférmio. Agitar.

9- Centrifugar 13000 rpm por 5 min.

10- Remover o sobrenadante para um eppendorf de 1,5 mL identificado.



11- Adicionar 1 mL de etanol 100%. Inverter os tubos varias vezes e o0 DNA
aparecera como um fio branco.

12- Centrifugar a 13000 rpm por 10 min.

13- Verter o etanol e adicionar 500 uL de etanol a 70%.

14- Inverter o tubo gentilmente procurando deslocar o pellet.

15- Centrifugar 13000 rpm por 5 min.

16- Verter o etanol e manter o tubo de cabeca para baixo em papel toalha.

17- Quando estiver completamente seco, adicionar 200 uL de agua Milli-Q ou
TE 1x.

18- Dissolver o DNA a 37°C. Antes de prosseguir, € importante que o DNA
esteja completamente dissolvido.

A gquantificagdo e a qualidade do DNA extraido pela técnica de Salting-out
foram avaliadas em gel de agarose 0,8% e as amostras foram quantificadas em
Fluorimetro (Genequant).

A extracdo de DNA apresentou (Dal) 49ng/uL, (Da2) 26 ng/puL e (Da3) 36
ng/uL. Apés a quantificacéo, as amostras foram diluidas para a concentracdo de 10
ng/pul.

A quantificagéo e a qualidade do DNA foram avaliadas em gel de agarose a
0,8%:

1- Foi preparado um gel de agarose 0,8% (250ml de 0,5 TBE e 2g de agarose)
em um erlenmeyer de 500 ml. O gel foi aquecido em forno de microondas (tomando
cuidado para nao super aquecer) por aproximadamente 4 min. Foram adicionados 9ul
de brometo de etidio (Img/ml) ao gel e este foi resfriado em agua corrente.

2- O gel foi vertido na bandeja preparada, deixando-o secar por
aproximadamente 30 minutos.

3- Apoés o periodo de secagem os pentes foram removidos e a bandeja foi
colocada em tanque de eletroforese contendo tampéao 0,5 TBE.

4- Foram adicionados 1 pl de amostra de DNA a 2 ul de tampéo de corrida (azul
de bromofenol 1X).

5- Ao ultimo pogo foi adicionado 0,5 ng de DNA Lambda padrao.

6- As amostras foram aplicadas no gel a uma voltagem de 75 Volts por 2h.

7- A concentracéo das amostras apos quantificagao foi ajustada para 10 ng/pl.

Usando a sequéncia depositada no GENBANK (Moreira, 2002) para Callithrix

jacchus (idéntica a de C. penicillata) foi desenhado um novo conjunto de primers



usando o programa PRIMER 3, para amplificacdo de um fragmento menor, que
evidenciasse apenas a regido que incluia a delecdo em C. aurita.

Um conjunto de primers foi desenvolvido usando a sequéncia de 850 pb do
gene SRY depositada por Moreira (2002) no GENBANK (LOCUS AF338379). Foi
utilizado o primer direito 5-ATGTCCGGTACGTGTCTCTC -3’ e o primer reverso 5'-
CTAGCGGGTGTTCCATTGTT-3’ para amplificar um produto de aproximadamente
200pb, incluindo a regido polimorfica com a delecdo de nove pares de base em C.
aurita.

As reacfes de PCR consistiram de 25 ng de DNA, 2uM de cada primer, 1U de
Tag DNA platinum (Invitrogen), 1x Tampédo Platinum (20mM Tris-HCI, 50mM KCl),
1,5mM MgClz, 0,2mM dNTPs em um volume total de 25 pl. Os ciclos de temperatura
da PCR foram inicialmente 94 °C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1
minuto, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, com um periodo de extensao final
de 72°C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados em gel desnaturante
de poliacrilamida a 6%, corado por prata. Todas as amostras foram sequenciadas na
empresa Macrogen, localizada na Coreia do Sul.

O alinhamento das sequéncias foi feito pelo método CLUSTAL V usando o

programa DNAstar / Lasergene.

5.3- Resultados e Discussao:

Foram obtidas 205 metafases dos trés animais estudados. Desse total, 120 (~
60%) consideradas de boa qualidade para montagem do cariétipo. Os trés hibridos
estudados apresentaram um cromossomo Y diminuto e acrocéntrico semelhante ao

de C. aurita e diferente de C. jacchus e C. penicillata (Figuras 18 a 20).
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Figura 18 - Cari6tipo do macho hibrido de Callithrix Dal, evidenciando a morfologia
do cromossomo Y. Foto de Denise Nogueira, 2010.
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Figura 19 - Cari6tipo do macho hibrido de Callithrix Da2, evidenciando a morfologia
do cromossomo Y. Foto de Denise Nogueira, 2010.
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Figura 20 - Cari6tipo do macho hibrido de Callithrix Da3, evidenciando a morfologia
do cromossomo Y. Foto de Denise Nogueira, 2010.



Na analise molecular, os primers usados amplificaram fragmentos de
aproximadamente 200 pb em C. penicillata e C. jacchus, e um fragmento um pouco
menor no macho puro de C. aurita e nos hibridos. O sequienciamento desses
fragmentos revelou que a diferenca observada foi resultante da delecao de nove pares
de base descrita por Moreira (2002) para C. aurita, observada também nos hibridos
(Figura 21). O fragmento amplificado por PCR tinha, portanto, 207 pares de base em
C. penicillata e C. jacchus, e 198 pb em C. aurita e nos hibridos.

Alignment Report of 'Untitled’' - <Clustalv (weighted) : segunda-feira, 25 de janeiro de 2010 11:40
Majority -TTACAGGCCATGCACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG
--------- B e e e e e
10 20 30 40 50 60 7 80
--------- e s e Bt et
11.seq -TTACAGGCCATGCACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG 79
12.seq -TTACAGGCCATGCACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG 79
08.seq -TTACAGGCCATGCACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG 7
18.seq CTTACAGGCCATG-ACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG 7
04.seq  -TTACAGGCCATGCACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG 7
10.5eq  GTTACAGGCCATGCACAGAGAGAAATACCCGAATTATAAGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATG 80
Majority ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTC--------— TGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTCTCATAC
--------- s S e e e St
90 100 110 120 130 140 150 160
————————— e s S T At e et
11.seq  ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTC--------- TGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTCTCATAC 150
12.seq ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTC--------- TGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTCTCATAC 150
08.seq  ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTC-------—-— TGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTCTCATAC 150
18.seq ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAACTCTGTGGTGAAATGCAAGCAGAGGACAGGTTGTTCACCTTCTCATAC 159
04.seq ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAACTCTGTGGTGAAATGCAAGCAGAGGACAGGTTGTTCACCTTCTCATAC 159
10.seq  ACAGTTTGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTC--------- TGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTCTCATAC 151
IMajority AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGAXXXXXX
_________ e o
17 180 190 200 210
--------- e e S e
11.seq AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGA 200
|12.5eq  AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGAA 201
08.5eq  AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGAAAGTAT 206
|18.5eq  AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGA 197
04.seq AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGA 209
10.seq AGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGA 201

Legenda das amostras:
11- pa 1 (macho)

12- pa 2 (macho)

08- pa 3 (macho)

18- C. penicillata
04- C. jacchus

10- C. aurita

Figura 21 - Alinhamento das sequéncias dos fragmentos de, aproximadamente, 200
pares de base (pb) do gene SRY, pelo método Clustal V. Foi evidenciada a delecéo
de 9 pares de base entre os nucleotideos 117 e 125, nos individuos identificados com
0os numeros 11, 12, 08 e 10, respectivamente, os trés machos hibridos (Dal, Da2 e
Da3) e o macho puro Callithrix aurita.

Os resultados obtidos — presenca de um cromossomo Y semelhante ao de C.
aurita e a identificacdo da delecéo de nove pares de base na sequéncia do gene SRY

dos hibridos — somados as observacfes de campo e aos registros na literatura



(Stevenson e Rylands, 1988; Coimbra-Filho, 1990; Rylands, 1994a,b; Auricchio, 1995;
Brandao e Develey, 1998; Cerqueira et al., 1998; Ruiz-Miranda et al., 2000; Rylands
& Chiarello 2003; Codenotti & Silva, 2004; Rocha et al. 2004; Paula et al., 2005;
Passos et al., 2006; Bovendorp & Galetti, 2007; Cunha, 2007), indicam que 0sS
individuos estudados foram gerados pelo acasalamento de um macho C. aurita com
uma fémea, provavelmente, de C. penicillata, por ser a outra espécie observada no
local (Pereira, 2006).

Esse resultado coincide com a identificagdo da paternidade por machos de C.
aurita em individuos capturados em Guapimirim, préximo a area do presente estudo,
no ano de 2004 (Oliveira et al., 2010; Nogueira et al., no prelo). Embora seja pequeno
0 numero de individuos estudados até o momento, a ocorréncia nos seis casos
(incluindo os do presente estudo) de hibridagdo por um macho de C. aurita mantém,
em diferentes épocas e localidades, a mesma direcédo de intercruzamento. Ainda que
0s aspectos reprodutivos e sociais de C. aurita tenham sido pouco estudados, a
poliginia foi observada como sistema de acasalamento para a espécie (Coutinho e
Corréa, 1995). Devido a reducdo do numero de individuos, a hibridacdo pode
representar uma estratégia alternativa de acasalamento, como forma de permitir a
permanéncia desses genes na populacdo. Do contrario, a auséncia de parceiros da
mesma espécie seria um fator decisivo para a extincdo desse material genético. A
viabilidade dos hibridos pode representar um problema a mais para C. aurita, por
conta do vigor hibrido, além da presenca das espécies invasoras, C. jacchus e C.
penicillata (Oliveira et al., 2010; Nogueira et al., no prelo).

O sistema de acasalamento entre calitriquideos parece ser flexivel — a
frequéncia com que determinados sistemas ocorrem pode variar entre as espécies e
mesmo entre 0os grupos (Coutinho, 1996; Farias, 2002; Castro & Araujo, 2004).
Estudos com C. jacchus em cativeiro demonstram que o sistema de acasalamento
dentro do grupo é normalmente monogamico, mas estudos de campo tém indicado
que 0s saguis ndo sdo necessariamente monogamicos sob condicbes naturais,
podendo ocorrer também a poliginia e a poliandria (Farias, 2002).

Interacdes entre grupo podem propiciar a formacao de novos pares, criando
oportunidades de reproducéo para individuos que néo reproduzem em seus grupos
de origem. Aparentemente, confrontos entre grupos tem esta finalidade, a de

localizacdo de parceiros sexuais extra-grupo para individuos nao-reprodutores,



embora ndo se descarte as funcbes de defesa do parceiro sexual para individuos
reprodutores e mesmo a defesa dos recursos alimentares (Castro & Araujo, 2004).

Na area do Parque Nacional da Serra dos Orgéos, foi observada uma variagéo
das caracteristicas fenotipicas dos hibridos de Callithrix encontrados ao longo de
cinco anos. Aparentemente, existe uma tendéncia para C. aurita nos possiveis
retrocruzamentos, visto que 0s animais encontrados apresentam maior similaridade
fenotipica com esta espécie.

Dentre todas as espécies de primatas neotropicais, pelo menos 10 sao
descritas formando hibridos na natureza (Coimbra-Filho et al., 1993; Mendes,
1997a,b; Cortés-Ortiz et al., 2007). Além disso, os poucos casos de hibridagéo
interespecifica relatados envolvem espécies cujo status taxonémico ainda é alvo de
alguma controvérsia (Coimbra-Filho et al., 1993; Mendes, 1997b; Cortés-Ortiz et al.,
2007).

Em diversos casos onde foram verificados casos de hibridacéo e de introgressao
(incorporacgdo de genes de uma espécie no complexo génico da outra) , houve um
contato secundario, ou seja, as espécies eram isoladas geograficamente e, por
algum motivo — notadamente, por acao antrOpica — reencontram-se e promovem a
hibridacao (Jacques, 2005).

O reconhecimento da hibridag&o por aspectos fenotipicos, principalmente
relacionados ao padrédo da pelagem, além da cor e forma de tufos auriculares e
de outros sinais caracteristicos das espécies estudadas, € mais pratico e barato
do que se for feito por analise genética. Porém, requer experiéncia por parte do
observador, ja que os hibridos séo férteis e a existéncia e frequéncia de
retrocruzamentos na natureza € subestimada, tornando as geracdes seguintes
potencialmente mais semelhantes a uma das espécies envolvidas na hibridacéo,
podendo levar a uma avaliacao imprecisa (Mallet, 2005; Defler & Bueno, 2007).

Desse modo, as analises citogenéticas e moleculares dos hibridos sdo uma
ferramenta util para confirmar se ha ou ndo hibridacéo, identificando as espécies
envolvidas e verificando se ha tendéncia nos retrocruzamentos e sobrevivéncia
preferencial de algum dos genétipos envolvidos no processo.

Callithrix aurita forma um clado distinto (Tagliaro et al., 1997; Schneider, 2000;
Sena et al., 2002; Marroig et al., 2004), ou seja, € uma espécie que pertence a um
ramo separado na arvore filogenética do género. Este fato reforca a importancia da
sua conservacgao, pois esta espécie representa um patriménio genético diferenciado
de todas as outras espécies de Callithrix. Com base na critica situagcdo em que se
encontra a espécie na natureza, particularmente na area do Corredor de

Biodiversidade da Serra do Mar — Mosaico Mata Atlantica Central Fluminense, é



fortemente sugestiva a mudanca de categoria de ameaca em que se encontra este

taxon.

6- DIAGNOSTICO DE SAUDE POPULACIONAL DE Callithrix aurita E SEUS
HIBRIDOS NO PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS ORGAOS



6.1- Introducéao:

6.1.1- Importancia dos exames laboratoriais:

Para o diagnostico das enfermidades que acometem os animais selvagens é
imprescindivel contar com suporte laboratorial (Santos & Cubas, 2007). O laboratério
clinico vem sendo cada dia mais utilizado na medicina de animais selvagens como
uma ferramenta para diagnosticar e prevenir doencas. Esse também pode ser
utilizado para a definicdo de biomarcadores de agressdes ambientais, uma vez que a
sanidade do ambiente influencia na vida dos seres que interagem com 0 meio
(Almosny & Monteiro, 2007; Almosny, 2009).

Um dos padrdes fisiolégicos mais utilizados nos experimentos cientificos é o
hematoldgico (Goulart, 2006; Medici et al., 2007; Barino, 2008). E o principal exame
de triagem e deve ser o primeiro a ser solicitado, visando elucidar uma suspeita clinica
e direcionar outros exames complementares (Almosny & Monteiro, 2007). O
hemograma € utilizado quando se quer ter uma resposta rapida das possiveis
alteracdes que estejam ocorrendo no organismo. Permite analisar o estado de saude
dos animais, revelando informacdes importantes para o auxilio do diagnostico, mesmo
antes do aparecimento dos sintomas. E de grande relevancia no acompanhamento
dos tratamentos, fornecendo dados que possibilitam avaliar a resposta do animal a
acao terapéutica (Naves et al., 2006; Barino, 2008; Stasieniuk et al., 2008). Atravées
do hemograma, sdo determinadas as variacfes quantitativas e morfologicas dos
elementos do sangue e sdo obtidos dados referentes a quantidade de hemacias,
hemoglobina, leucécitos, plaguetas, entre outros componentes presentes no sistema
circulatério (Barino, 2008).

O conhecimento dos padrdes hematologicos normais € muito importante para
pesquisa e avaliacdo clinica de qualquer espécie animal (Rodrigues et al., 1997,
Goulart, 2006; Medici et al., 2007). Tendo em vista a caracterizagdo de um individuo
clinicamente normal, a necessidade de parametros referenciais na avaliacéo
hematoldgica se faz constante, para poder determinar limites entre a saude e a doenca

em individuos de uma espécie e na compreensdo de mudancas hematologicas



produzidas por agentes patogénicos (Castro et al., 2003; Nakage et al., 2003; Medici
et al., 2007; Flaiban et al., 2008a,b). Através da comparacdo do hemograma de um
individuo ou grupo de individuos com um padréo pré-estabelecido (utilizando dados
coletados anteriormente para aquela espécie ou género) pode-se inferir sobre
possiveis enfermidades que o individuo venha a apresentar. Assim, a determinacao
de parametros hematoldgicos para cada espécie em cada ambiente permite a correta
validacéo dos estudos em que é utilizada como animal de experimentacao, ao mesmo
tempo em que ajuda a promover o sucesso da criagdo da espécie em cativeiro (Barino,
2008).

Os exames hematolégicos sdo de grande auxilio ao médico-veterinario para
estabelecer o diagnéstico, estimar a gravidade da doenca e, em alguns casos,
determinar o prognéstico, além de monitorar a resposta a terapia (Goulart, 2006;
Medici et al., 2007; Flaiban et al., 2008b; Vilela et al., 2008). Através dos estudos
hematoldgicos, associados a determinacdo de outros parametros fisiolégicos,
observacdes clinicas e comportamentais, pode-se tragar o perfil dos individuos de um
dado grupo ou colbnia, atestando as condi¢cdes de saude e bem-estar (Souza Jr.,
2007; Barino, 2008).

6.1.2- Exames hematol6gicos e bioguimicos em primatas neotropicais:

Animais de varias espécies sdo utilizados como modelos biolégicos nas
pesquisas cientificas e estudos biomédicos, destacando-se os primatas ndo-humanos
que apresentam proximidade evolutiva e de caracteristicas filogenéticas com o
homem (Logan & Khan, 1996; Abou-Madi, 1999; Valle et al., 2002; Moraes, 2004;
Mello, 2005; Casagrande, 2007; Barino, 2008; Coelho, 2009). Para isto, se faz
necessario o conhecimento de todos os aspectos relacionados a estes animais, em
particular, quanto a obtencéo de parametros fisiologicos confiaveis para comparacéo,
tornando possivel sua avaliagéo clinica (Nascimento et al., 1993; Valle et al., 2002).

Primatas do género Callithrix constam da lista dos modelos biolégicos mais
utilizados, principalmente pelo seu baixo peso e altura, reduzido consumo alimentar,
alta prolificidade e facilidade de adaptacdo as condicdes adversas de seu ambiente
natural (Clarke, 1994; Logan & Khan, 1996; Barino, 2008).



Embora existam muitas pesquisas sobre a biologia e o comportamento de
primatas, sdo poucas as relacionadas a hematologia dessas espécies. Os primatas
do Velho Mundo sao mais freqientemente estudados em pesquisas biomédicas. Nas
espécies neotropicais, a hematologia ainda € pouco explorada (Nascimento et al.,
1993; Clarke, 1994; Logan & Khan, 1996; Abou-Madi, 1999; Aoki et al., 2001,
Fernandes et al., 2008; Stasieniuk et al., 2008). Sao raros os relatos na literatura sobre
hematologia de primatas neotropicais, sendo a maioria referente ao género Callithrix
como um todo, e a espécie Callithrix jacchus em particular, devido a sua utilizacdo em
estudos biomédicos (Clarke, 1994; Logan & Khan, 1996; Abou-Madi, 1999; Aoki et al.,
Fernandes et al., 2008; Stasieniuk et al., 2008).

Fatores ambientais podem provocar variagdes no intervalo de normalidade do
hemograma de espécies selvagens (Machado et al., 2005; Fernandes et al., 2008).
Primatas em vida livre estdo totalmente sujeitos as variacbes ambientais, e fatores
abidticos / bibticos podem provocar grandes variacbes hematoldgicas entre
populacdes de um fragmento de floresta para outro (Fernandes et al., 2008). A maioria
dos valores hematoldgicos encontrados na literatura para animais selvagens refere-
se a animais de cativeiro, portanto, que vivem em ambiente com condi¢cbes
controladas (Nascimento et al., 1993; Boere et al., 2003; Cunha et al., 2005; AlImosny
& Monteiro, 2007; Barino, 2008; Fernandes et al., 2008; Stasieniuk et al., 2008;
Almosny, 2009).

Perfis fisiolégicos de primatas neotropicais de vida livre raramente sao
estabelecidos, pois esses animais sao dificeis de capturar, e as condi¢cdes de campo,
muitas vezes, sdo desfavoraveis (Flaiban et al., 2008b). Valores de referéncia sao
necessarios para julgar os resultados hematolégicos e, de preferéncia, serem
comparados aos intervalos de referéncia da espécie em questdo. Quando ndo ha
possibilidade de comparar os valores com intervalos de referéncia para a espécie em
andlise, pode-se utilizar a comparacédo entre espécies proximas filogeneticamente,
com cautela, devido as variacbes espécie-especificas (Stasieniuk et al., 2008).
Valores de espécies proximas somente poderdo servir como indicadores no caso de
nao existirem dados para a espécie que esta sendo examinada, mas nao como valor
de referéncia (Almosny & Monteiro, 2007; Almosny, 2009).

De maneira geral, o hemograma e varios valores bioquimicos de primatas
variam com a espécie / género, estacdes do ano, estresse, estado nutricional, estado

fisiol6gico, estados pés-prandiais, sexo, idade, horario, temperatura, uso de farmacos,



estado de cativeiro (Almosny & Monteiro, 2007; Barino, 2008; Almosny, 2009). Os
neonatos possuem nuamero de hemacias, volume globular e concentracdo de
hemoglobina maiores do que os animais adultos. Os valores nos machos adultos sé&o
maiores que em fémeas adultas, mas as varidveis do leucograma podem sofrer
influéncia apenas da idade. Excitacdo e estresse ligados a captura podem produzir
contracao esplénica e aumento do volume globular. Quanto ao leucograma, o estresse
pode provocar elevagbes do numero de leucdcitos e de neutrofilos segmentados
(Flaiban et al., 2008b).

O cloridrato de cetamina é o farmaco mais empregado na contencao de animais
selvagens (Pachaly, 2000; Nunes et al., 2007). Produz graus variaveis de analgesia,
chegando a anestesia geral. Nao produz miorrelaxamento e seus efeitos colaterais
incluem a ocorréncia de convulsdes e hiertermia. Em doses muito elevadas, pode
provocar depressao respiratoria, embora possua uma grande margem de seguranca
(Larsson et al., 1997; Pachaly, 2000; Nunes et al., 2007). Geralmente o cloridrsato de
cetamina € empregado em associacdo a outros farmacos (agentes agonistas alfa 2,
derivados fenotiazinicos e benzodiazepinicos) para bloquear ou minimizar a
ocorréncia de convulsdes, bem como induzir a um relaxamento muscular satisfatorio,
otimizando os procedimentos de contencéo farmacoldgica e anestesia geral (Pachaly,
2000).

O uso do cloridrato de cetamina pode proporciona diminuicdo nos valores de
eritrocitos, hemoglobina, hematdcrito, no nimero total de leucdcitos e de linfocitos, e
nas concentracdoes séricas de glicose, proteina total, albumina, sédio, potassio,
provavelmente devido a reversao dos estimulos estressores (Bennett et al., 1992;
Choong-Yong et al.,, 2005). Pode também aumentar as concentragdes sericas de
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
creatinofosfoquinase (CPK) (Choong-Yong et al., 2005).

O uso do anestésico facilita a manipulagdo do animal, a mensuracédo dos
parametros clinicos e colheita de material biol6gico (Larsson et al., 1997; Batista et
al., 2009). Embora, de maneira geral, haja reducdo dos parametros hematologicos e
bioguimicos indicadores de estresse com o uso de cloridrato de cetamina (Bennett et
al., 1992; Choong-Yong et al., 2005; Batista et al., 2009), valores obtidos nestas
condi¢cdes podem ser utilizados como padrdes, de acordo com a espécie e com 0

estudo realizado, ja que algumas espécies dificilmente sdo manuseadas sem que



estejam sob efeito anestésico (Bennett et al., 1992; Larsson et al., 1997; Choong-Yong
et al., 2005; Batista et al., 2009).

O objetivo deste capitulo foi de verificar o estado de saude de individuos da
espécie Callithrix aurita, provenientes do CPRJ / INEA, e de seus hibridos, capturados
no PARNASO, a partir da tentativa de caracterizacdo de um padrdo hematoldgico de

normalidade.

6.2- Material e métodos:

As andlises clinicas foram realizadas com cinco saguiis de vida livre, capturados
no Parque Nacional da Serra dos Orgdos (PARNASO) e classificados como
hibridos; e com quatro saguis da espécie Callithrix aurita, todos adultos,
provenientes do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) / Instituto
Estadual do Ambiente (INEA). Estes ultimos tiveram de ser utilizados em virtude
da ndo-captura de individuos desta espécie no PARNASO. O procedimento nos
animais do CPRJ / INEA foi realizado apenas com contencao fisica, sendo
retirado, aproximadamente, 2,5 mL de sangue de cada animal. Parametros
fisiologicos e dados biométricos ndo foram mensurados.

Os sagliis hibridos foram capturados com armadilhas de captura viva (modelo
Tomahawk), iscadas com diversas frutas. As armadilhas foram colocadas apés a
observacdo dos animais e a determinacdo dos locais onde 0s mesmos Sao
encontrados com maior freqiiéncia. Essas armadilhas foram mantidas em plataformas
suspensas e fechadas, mas com isca acessivel aos saguis, de forma a habitua-los,
durante dois dias. No terceiro dia, as armadilhas foram abertas e iscadas, mas
permaneceram travadas; finalmente, no quarto dia, as armadilhas foram abertas,
iscadas e checadas pela manh@&, onde se verificou a captura de todo o grupo.

Todos os animais capturados no PARNASO foram levados para o Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) / Instituto Estadual do Ambiente (INEA).
Para a anestesia e posterior realizacdo dos procedimentos para colheita de
material bioldégico, mensuracéo de parametros fisiologicos e dados biométricos, 0s
saguis capturados foram contidos manualmente com luvas grossas de raspa de
couro. Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina, na proporcéo
de 10 mg/Kg, por via subcutanea ou intramuscular, com seringa de 0,3 ou 0,5 mL.
Durante o tempo em que 0s animais estiveram anestesiados, foi feita a colheita
de sangue no plexo arteriovenoso inguinal, com seringa de 3 mL e agulha 13x4,
para analises clinicas e genéticas (Figura 22).



Figura 22 - Colheita de sangue de hibridos de Callithrix anestesiados no CPRJ /
INEA. Foto de Daniel Pereira, 2009.

Para o hemograma, o sangue foi recolhido em um tubo de ensaio contendo
anticoagulante (EDTA - acido etilenodiaminotetracético) e mantido em
temperatura de refrigeracédo até o momento da manipulagéo / processamento das
amostras (Perez-Sweeney et al., 2003). As analises hematolégicas e as dosagens
bioguimicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal Fluminense com a finalidade
principal de obter um auxilio diagnéstico do estado de satude dos animais (Santos,
1999; Almosny & Monteiro, 2007; Santos & Cubas, 2007; Almosny, 2009).

O eritrograma, leucometria global e plaquetometria foram determinados por
automacao em aparelho Coulter T 890 ®, enquanto que 0s exames bioquimicos
foram realizados por espectrofotometria (Bioplus Bio 200 F ®), por meio de kits
diagndsticos (Labtest). Os esfregacos sanguineos, corados com pandtico rapido
(Newprov ®), foram avaliados em microscopia éptica (X1000) a fim de obter-se a
leucometria especifica, a leucocitoscopia e a hematoscopia.

6.3- Resultados e Discussao:



Os saguis capturados aparentavam estar clinicamente bem, com mucosas
normocoradas, e condicao fisiolégica e corporal boas. Os parametros biométricos
e fisiologicos medidos foram comparados com dados disponiveis na literatura de
Callithrix jacchus e C. penicillata (Tabela 4). De maneira geral, os dados néao se
mostraram muito diversos dos relatados nos trabalhos anteriores; apenas o peso
(com todos os adultos pesando acima de 400 gramas) e a temperatura (um pouco
abaixo da registrada até o momento) foram diferentes.

Tabela 4 - Parametros biométricos e fisiolégicos dos hibridos de Callithrix do
presente estudo em comparacao com outros trabalhos.

Parametros
biométricos e
fisiologicos
Cabeca e corpo (cm)
Cauda (cm)
Peso (g)
Temperatura (°C)

Frequéncia cardiaca
(BPM)

Frequéncia
respiratéria
(Movimentos /
minuto)

Presente
estudo

18,0-24,0
24,0-32,0
300 - 500

34,5-35,3
(Média:
35,0)
268 — 408
(Média:
362)

60 — 116
(Média: 82)

Verona &
Pissinatti,
2007 (C.
jacchus)

19,0-24,8
27,0-35,0
261 - 323
35,4-39,7

240 - 350

20 - 50

Diniz, 1997
(Callithrix sp)

20-30
200 - 400

37,4 (C.
penicillata)

38,0 (C. jacchus)
338 (C. jacchus)

373,4 (C.
penicillata)

89,4 (C.
penicillata)

93,0 (C. jacchus)




Os valores hematologicos encontrados para os hibridos capturados estédo
dispostos na Tabela 5. As analises do hemograma dos hibridos foram comparadas
com os valores disponiveis para Callithrix aurita (Nascimento et al., 1993) e Callithrix
sp de vida livre (Verona & Pissinatti, 2007) (Tabela 6).

Apenas os valores de VGM foram maiores do que os registrados pelos autores
citados; os valores de linfocitos (Figura 23) foram maiores do que os registrados para
Callithrix sp de vida livre, mas ficaram proximos dos valores registrados para C. aurita.
Os valores de leucometria global, hematimetria, hemoglobinometria e plaquetas foram
menores. Os valores médios de hematdcrito, HGM, CHGM, basdfilos, eosindfilos,
neutroéfilos segmentados (Figura 24) e mondécitos estavam de acordo com os valores
registrados. O aumento no valor de linfécitos de todos os animais (em comparagao
com os valores de Callithrix sp para vida livre) pode estar relacionado ao estresse.
Pode-se supor que tais valores sejam esperados para os hibridos, como o sdo para

C. aurita.

Tabela 5 - Valores hematoldgicos encontrados para os hibridos de Callithrix do
presente estudo.

Macho Macho 2 Fémeal Fémea5 Fémea7
Exame / Animal

filhote
Leucometria global (x103) 6.600 4.600 8.300 8.300 8.000
Hematimetria (x10°) 4,20 4,56 5,63 4,10 5,21
Hemoglobinometria (g/dL) 9,9 11,3 12,8 9,0 12,0
Hematdcrito (%) 32,3 35,4 43,4 30,5 39,6
VGM (fL) 76,9 77,7 77,0 74,5 76,0
HGM (pg) 23,7 24,7 22,7 22,0 23,0
CHGM (g/dL) 30,8 31,7 29,5 29,5 30,3
Plaguetometria (x103) 129.000 141.000 49.000 57.000 88.000
Basofilo (%) 1 0 1 1 0
Eosindfilo (%) 3 0 3 0 0
Mielocito (%) 0 0 0 0 0
Meta-mielécito (%) 0 0 0 0 0




Bastonete (%) 2 1 0 2 1

Segmentado (Neutrofilo) (%) 49 52 29 37 68
Linfocito (%) 40 45 66 57 31
Mondcito (%) 5 2 1

Metarubricito (%) 0 0 1

Tabela 6 - Valores hematolégicos consultados na literatura e utilizados para
comparacao com hibridos de Callithrix e C. aurita do presente estudo.
Nascimento Clarke, Verona & Verona &

Analises / Autores etal., 1993 1994  Pissinatti, Pissinatti, Sg(;iSno,
F —fémea 2007 (Vida 2007
M — Macho livre) (Cativeiro)
Leucometria global 11,875 (F) 8,10 11,17 7-12 7,42
(x103) 9,625 (M)
Hematimetria (x10°) 6,49 (F) 5,65 9,95 6,7 6,78
6,93 (M)
Hemoglobinometria 15,27 (F) 16,10 - 15,1-15,5 15,66
(g/dL) 15,12 (M)
Hematdécrito (%) 47,75 (F) 42,70 43,14 45-48 53,76
45,86 (M)
VGM (fL) 73,95 (F) 72,00 - - 79,60

66,41 (M)




HGM (pg) 23,57 (F)

21,85 (M)
CHGM (g/dL) 31,98 (F)
32,94 (M)
Plaguetometria (x10%) 400 (F)
465 (M)
Basofilo (%) 0(F)
0,2 (M)
Eosindfilo (%) 1,5 (F)
1,8 (M)
Segmentado 36 (F)
(Neutrdfilo) (%) 31 (M)
Linfocito (%) 59 (F)
63 (M)
Mondécito (%) 4 (F)
3,5 (M)

28,00

39,00

281,00

0,80

0,40

43,00

51,00

3,30

- - 23,20

- - 29,20

- 390-490 -
0,00 0,3-1,3 -
0,79 0,5-0,6 -
65,46 37,4 -
27,64 59,9 -
3,81 0,4-2,1 -

Figura 23 - Linfécito de hibridos de Callithrix. Foto de Daniel Pereira, 2010.



Figura 24 - Neutrdfilo de hibridos de Callithrix. Foto de Daniel Pereira, 2010.

Os valores bioquimicos encontrados para os hibridos capturados estao

dispostos na Tabela 7. As andlises dos valores bioquimicos dos hibridos foram

comparadas com os valores disponiveis para Callithrix sp de vida livre (Verona &

Pissinatti, 2007) e C. jacchus (Clarke, 1994) (Tabela 8).

As andlises bioquimicas do macho filhote e da fémea 5 foram realizadas diluindo-
se 0 soro em duas vezes. Nao foi possivel realizar nenhuma dosagem bioquimica
com a amostra da fémea 7, devido ao volume de soro muito reduzido. Os demais
espacos marcados com traco indicam que as analises ndo foram realizadas por

falta de soro.

Tabela 7 - Valores bioquimicos encontrados para os hibridos de Callithrix do presente

estudo.
Exame / Animal Macho filhote  Macho 2 Fémea 1 Fémea 5
Uréia (mg/dL) 22 26 8 18
Creatinina (mg/dL) - 0,56 0,57 -
Acido arico (mg/dL) 4,06 2,47 1,68 -
Colesterol (mg/dL) 84,0 72,0 54,0 -
Triglicerideos (mg/dL) 70,0 199,0 167,0 -




HDL (mg/dL) - 30,0 25,0 -

Proteina Total (g/dL) 6,04 5,98 6,50 -
Albumina (g/dL) 3,64 4,09 3,89 -
Globulina (g/dL) 2,40 1,89 2,61 -

ALT (U/L) 14 11 11 12

AST (U/L) 432 213 239 98
GGT (U/L) 2 1 2 -
Fosfatase Alcalina (U/L) 332,0 48,0 58,0 -
Amilase (U/L) 90,0 127,0 152,0 -
Lipase (U/L) 40,0 97,0 50,0 -
CK (U/L) - 3567,0 4043,0 -
Frutosamina (mmol/L) - - 183,0 -

Tabela 8 - Valores bioquimicos utilizados para comparag¢do com hibridos de Callithrix
e C. aurita do presente estudo.

Analises / Autores Clarke, 1994 Verona & Verona &
Pissinatti, 2007 Pissinatti, 2007
(Vida livre) (Cativeiro)
Uréia (mg/dL) 22,00 21,80 -
Creatinina (mg/dL) 0,60 - -
Colesterol (mg/dL) - 139,30 53-248
Triglicerideos (mg/dL) 136,00 - -
Proteina Total (g/dL) 7,20 5,90 7,00
Albumina (g/dL) 5,10 - -
Globulina (g/dL) - - -
ALT (U/L) 55,00 - -
AST (U/L) 151,00 - -
Fosfatase Alcalina 61,00 - -
(U/L)
Amilase (U/L) 930,00 - -

Lipase (U/L) 33,00 - -




Os valores de ureia de um animal, de triglicerideos de dois animais, de AST de
trés animais, de fosfatase alcalina de um animal e de lipase foram maiores do que
os registrados pelos autores citados. Os valores de ureia de dois animais, de
triglicerideos de um animal, de albumina, de ALT, de fosfatase alcalina de um
animal e de amilase foram menores. Os valores de ureia de um animal, de
creatinina, de colesterol, de proteina total estavam dentro dos valores médios.

O valor elevado de triglicerideos encontrado em dois animais pode ser reflexo da
alimentagao no cativeiro. Os valores elevados de AST e CK decorrem do estresse
na contencado e também pela acao anestésica.

Os valores hematoldgicos e bioquimicos encontrados para os individuos C.
aurita do CPRJ / INEA estao dispostos nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 - Valores hematolégicos encontrados para os C. aurita do CPRJ.

Exame / Animal 2362 Fémea 2124 Fémea 2123 Macho 2361 Macho
Leucometria global 7.500 29.200 26.100 8.100
(x103)
Hematimetria (x10°) 5,78 5,67 5,36 6,37
Hemoglobinometria 12,8 13,7 13,6 13,9
(g9/dL)
Hematdcrito (%) 44 45,3 45,3 a7
VGM (fL) 76,1 79,9 84,4 73,9
CHGM (g/dL) 29,1 30,3 30,1 29,5
Plaguetometria (x103) 313.000 508.000 655.000 621.000
Basofilo (%) 0 0 0 0
Eosinodfilo (%) 1 0 1 0
Mieldcito (%) 0 0 0 0
Meta-mielécito (%) 0 0 0 0
Bastonete (%) 0 0 0 0
Segmentado 9 22 72 43




(Neutrofilo) (%)

Linfécito (%) 89 71 24 52
Mondcito (%)
Metarubricito (%) 0 0 0 6

Tabela 10 - Valores bioquimicos encontrados para os C. aurita do CPRJ.
Exame / Animal 2124 Fémea 2362 Fémea 2361 Macho 2123 Macho

Uréia (mg/dL) 50 24 46 23
Creatinina (mg/dL) 0,6 0,6 0,8 0,7
ALT (U/L) 21 14 15 13
AST (U/L) 102 111 87 60
Colesterol (mg/dL) 83 95 63 94
GGT (U/L) 6,0 9,0 10,0 7,0

As analises do hemograma de C. aurita foram comparados com os valores
disponiveis para Callithrix aurita (Nascimento et al., 1993) e Callithrix sp de cativeiro
(Verona & Pissinatti, 2007) (Tabela 6). Os valores de leucometria global de dois
animais, de VGM de trés animais, de plaquetas de trés animais, de neutrdéfilos
segmentados de dois animais, de linfécitos de dois animais e de mondcitos de dois
animais foram maiores do que os registrados pelos autores citados. Os valores de
hematimetria (Figura 25), hemoglobinometria, CHGM, de plaquetas de um animal, de
neutréfilos segmentados (Figura 26) de dois animais, de linfocitos de dois animais e
de mondcitos de dois animais foram mais baixos. Os valores de leucometria global de
dois animais, de hematécrito, de VGM de um animal, de basdfilos e de eosindfilos
estavam dentro dos valores médios.

As analises dos valores bioquimicos dos individuos de C. aurita foram
comparadas com os valores disponiveis para Callithrix sp de vida livre e de cativeiro
(Verona & Pissinatti, 2007) e C. jacchus (Clarke, 1994) (Tabela 8). Os valores de uréia
foram maiores do que os registrados pelos autores citados; os valores de ALT e AST
foram mais baixos. Os valores de creatinina e colesterol estavam dentro dos padroes

médios.



Figura 25 - Hemacias de Callithrix aurita — observar policromasia (eritrocitos jovens).
Foto de Daniel Pereira, 2010.

Figura 26 - Neutroéfilo de Callithrix aurita. Foto de Daniel Pereira, 2010.



Foi feita ainda uma analise estatistica (ANOVA) comparando as amostras dos
saguis hibridos com as dos saguis puros; apesar do niumero baixo de individuos,
algumas analises apresentaram diferenca significativa (Figuras 27 a 38).

Comparando-se os saguis hibridos com os sagtis puros - C. aurita — estes
obtiveram resultados mais elevados no hemograma para hematimetria,
hemoglobinometria, hematdécrito e plaquetometria. Na bioquimica, os valores mais
elevados foram para uréia, creatinina e GGT. Os saguis hibridos obtiveram resultados
mais elevados no hemograma para HGM, e na bioquimica para proteina total,
albumina, globulina e amilase. Nao houve diferenca para os resultados da leucometria

especifica.
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Figura 27 - Comparacao da hematimetria entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos
de Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 28 - Comparacao da hemoglobinometria entre Callithrix aurita de cativeiro e
hibridos de Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 29 - Comparacdo do hematdcrito entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos
de Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 30 - Comparacdo do HGM entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo .
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Figura 31 - Comparacdo da plaquetometria entre Callithrix aurita de cativeiro e
hibridos de Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo .
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Figura 32 - Comparacdo da uréia entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 33 - Comparacao da creatinina entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.

Least Squares Means

PROTEINATOTAL

5 | |
Aurita Hibrido

SPP$

Figura 34 - Comparacédo da proteina total entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos
de Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 35 - Comparacéo da albumina entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 36 - Comparacéao da globulina entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 37 - Comparacdo da GGT entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.
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Figura 38 - Comparacao da amilase entre Callithrix aurita de cativeiro e hibridos de
Callithrix de vida livre encontrada no presente estudo.



O estado geral de todos os animais — hibridos e puros — sugere que estes se
apresentavam saudaveis no momento da manipulacdo para colheita de sangue. A
variacao dos resultados pode ser explicada, por exemplo, pela diferenca de
origem dos grupos e, consequentemente, da alimentacao, diferenciando animais
de cativeiro dos que vieram da natureza. Contudo, ndo se pode descartar a
possibilidade de que tais diferencas ocorram ndo somente pela origem dos
individuos (cativeiro ou vida livre), mas também pelo fato de serem taxons
diferentes (hibridos ou puros).

Pode-se sugerir que existe uma tendéncia a diferenciacdo das espécies e
identificacdo de individuos hibridos pelo padrdo hematoldgico e bioquimico, a ser
confirmada com uma amostragem maior de animais da espécie C. aurita,
preferencialmente da mesma localidade e nas mesmas condi¢gdes. Um nimero maior
de exames ira gerar dados mais confiaveis para se estabelecer um padrédo preciso

para a espécie C. aurita, permitindo um melhor entendimento sobre a sua fisiologia.

7- PLANO DE ERRADICACAO E CONTROLE DE INVASAO DE Callithrix
penicillata E SEUS HIBRIDOS NO PARQUE NACIONAL DA SERRA DOS
ORGAOS



7.1- Considerag8es sobre o problema da invasédo biolégica:

Os impactos de Espécies Exoticas Invasoras (EEI’'s) sobre as espécies nativas,
comunidades e ecossistemas sdo reconhecidos h& décadas, tendo como marco a
publicagdo do livro “The Ecology of Invasions by Animals and Plants” (Ziller, 2006;
Focht, 2008; Petenon & Pivello, 2008; Richardson & Pysek, 2008), que estimulou e
inspirou pesquisas sobre as invasdes bioldgicas (Davis et al., 2001). Coimbra-Filho &
Magnanini (1968) ja chamavam a atencéo para o controle e diminuigdo de algumas
espécies com a finalidade de conservacdo de outras, pelo menos em &reas
protegidas, e que um programa de dinamizacdo animal deveria, paradoxalmente,
comecar com a eliminacéo controlada de alguns individuos.

Atualmente, em diversos paises, € amplamente difundida a no¢éo do prejuizo
que as EEI's podem causar as populacées e comunidades de organismos nativos com
as quais interagem ou nas quais estejam inseridas (Williamson, 1999; Lowe et al.,
2000; UICN, 2000; Nufez & Quintero, 2002; Reaser et al., 2005; Ziller et al., 2007,
Focht, 2008; Petenon & Pivello, 2008; Lessa & Bergallo, 2009). O conhecimento
detalhado sobre a ecologia das espécies exdticas constitui-se um elemento-chave
para que se possa manejar seu controle, seus efeitos negativos sobre populacdes
nativas ou mesmo planejar e promover a sua erradicacdo (Williamson & Fitter, 1996;
Anjos & Rocha, 2008).

Embora a maioria das espécies translocadas néo sobreviva (porque o novo
ambiente geralmente ndo é adequado as suas necessidades), ou permaneca em
populacdes pequenas o suficiente para serem manejadas, cerca de uma em cada
mil desenvolve-se no novo ambiente (Williamson, 1996). Estas espécies tém mais
oportunidade de se estabelecer em periodo de tempo muito inferior ao que levou
qualquer espécie da fauna nativa durante seu processo evolutivo, visto ndo
encontrar um processo de competicéo interespecifico instalado (Moura-Britto &
Patrocinio, 2006). Freqlientemente, as EEl's causam impactos sinérgicos e em
cascata, influenciando muitos aspectos do ambiente e do bem-estar humano, por
longos periodos de tempo (Reaser et al., 2005). Tal fato levou ao reconhecimento
das EEI's como uma das maiores ameacgas atuais para o bem-estar ecolégico e
econdmico do planeta (Morsello, 2001; Matthews & Brand, 2005).

Uma das razdes para que algumas espécies exoticas tenham muita facilidade
para invadir e dominar novos habitats, deslocando as espécies nativas, é a
auséncia de predadores naturais, doencas e parasitas no novo ambiente (Primack



& Rodrigues, 2001; Moura-Britto & Patrocinio, 2006). Além disso, podem se
incorporar ao sistema como consumidores de topo de cadeia, com farta oferta de
nutrientes e habitats a escolha, adaptando-se bem, pois geralmente sdo espécies
plasticas que possuem uma vasta amplitude de respostas aos varios fatores
ecologicos e climaticos a que estéo sujeitos (Moura-Britto & Patrocinio, 2006;
Lessa & Bergallo, 2009). O isolamento dos habitats insulares, por exemplo,
favorece o desenvolvimento de um conjunto Unico de espécies endémicas; como
esses organismos evoluiram na auséncia de novos predadores, competidores ou
patdgenos, acabam tornando-se, muitas vezes, fracamente adaptados para lidar
com eles (Ricklefs, 2003).

Os animais introduzidos em ilhas séo eficazes na predacao das espécies da
fauna endémica (adaptados a uma comunidade com poucos predadores, geralmente
tém poucas defesas contra os predadores introduzidos) e das plantas nativas,
levando-as a extincdo (Lessa & Bergallo, 2009). Carreando consigo patdgenos ou
parasitas, as espécies introduzidas podem devastar as populacdes nativas, pela
auséncia de imunidade natural contra as enfermidades continentais (Primack &
Rodrigues, 2001). Por causa de sua diversidade comparativamente baixa e sua
estrutura comunitaria simples, 0s ecossistemas insulares tendem a ser mais
facilmente invadidos do que 0s ecossistemas continentais, ja que ha menos espécies
nativas para proporcionar uma competicao efetiva (Ricklefs, 2003).

A invasdo biolégica é um dos processos mais significativos de mudancas
ambientais, se constituindo na segunda maior causa de perda de biodiversidade em
todo o mundo (Pough et al., 2003; Reaser et al., 2005). Contudo, projeta-se que, em
um futuro préximo, os danos causados por invasdes de espécies exoticas superarao
a perda de habitat como a causa principal da desintegracao ecolégica global (Vitousek
et al., 1997). Podemos encontrar EEl's em todos os grupos taxondmicos, invadindo e
afetando a biota nativa de cada tipo de ecossistema sobre a Terra (UICN, 2000;
Matthews & Brand, 2005). Portanto, translocacéo e estabelecimento de EEI's séo
problemas de ambito global, que requerem uma cooperacdo internacional para
complementar as acdes particulares dos governos, instituicbes de pesquisa, setores
econdmicos e organiza¢cdes nacionais e locais (Matthews & Brand, 2005).

Varios sdo os casos de extingdo de espécies nativas, mudanca na estrutura
das comunidades e, até mesmo, alteracBes na estrutura fisica de ecossistemas
(Morsello, 2001; Matthews & Brand, 2005). Espécies exdticas invasoras Sao
responsaveis ainda pela homonegeizacdo bioldgica, associada a exclusédo
competitiva ou predatéria das espécies nativas (Morsello, 2001; Ricklefs, 2003;
Matthews & Brand, 2005; Magnusson, 2006). Outras formas documentadas de



deslocamento de espécies nativas causadas por EEl's sao relacionadas com
competicdo por limitacdo de recursos, ou por transmissdo de enfermidades; podem
ser predadoras das espécies nativas e leva-las a extingcao, ou alterar o seu habitat de
tal modo que muitas destas espécies ndo conseguem subsistir (Primack & Rodrigues,
2001; Ricklefs, 2003; Whiteman et al., 2008).

Uma classe especial de EEI's é formada por aquelas que possuem afinidades
filogenéticas com outras espécies da biota nativa invadida. Quando h&a
cruzamento entre essas espécies, genotipos unicos podem ser eliminados das
populacdes locais e limites taxondmicos, que eram outrora claros, podem se
confundir (Primack & Rodrigues, 2001; Pereira, 2006). Portanto, um niamero muito
pequeno de exemplares, que representa uma pequena fracado da diversidade
genética da espécie em seu ambiente natural, pode ser suficiente para provocar
danos ambientais extensos em um novo ambiente, dependendo dos seus indices
de reproducéo e dispersdo (Matthews & Brand, 2005).

As EEI's podem custar caro aos governos, as industrias e a sociedade. Embora
existam poucos estudos quantitativos que documentem o seu impacto (Reaser et al.,
2005), estima-se que o prejuizo causado por EEl's seja de aproximadamente US$ 50
bilhbes a economia brasileira (Branddo, 2006). Uma caracteristica especial das
invas@es bioldgicas, em relagdo aos efeitos externos, € que a maioria dos custos das
invasdes se perpetua. Mesmo que se comece um processo de bloqueio das
introducgdes, o dano das EEI’s ja estabelecidas continua e pode aumentar (Matthews
& Brand, 2005). Além dos custos diretos do controle de EEl's, da ordem de bilhdes de
dolares por ano (UICN, 2000), os custos econdmicos também incluem as
consequéncias ambientais indiretas, de dificil valoragdo econdmica. As EEI's podem
ainda provocar mudancas nos servicos ecoldgicos (reciclagem de nutrientes,
conservagao e regeneragao de solos, dispersao de sementes, etc.) (Matthews &
Brand, 2005).

Como pontuado anteriormente, os problemas causados por EEl's ndo se
restringem aos ecoldgicos. Espécies exdticas invasoras sao responsaveis, ainda, por
danos a iméveis, a producdo de alimentos e bens, além de serem responséaveis por
diversas doencas humanas (Bright, 1999; Shrader-Frachette, 2001). Pragas de
insetos ou ervas daninhas, como usualmente sao conhecidas estas EEI's, tém sido
responsabilizadas pela perda de cerca de 12 a 13 % de alimentos no planeta (FAO,
2001), resultando em gastos de grandes somas em dinheiro utilizadas na tentativa de
controlar ou pelo menos reduzir o potencial de tal ameaca. Um dos mais dramaticos

impactos causados por EEl's envolve doengas transmissiveis por organismos



originarios de populacdes resistentes a estas. A introducédo de doencas como tifo,
através do contato com europeus em meados do século XV, foi responsavel por
drésticas consequéncias em populagdes humanas que ndo eram imunes a esta
doenca. Apesar da medicina moderna reduzir consideravelmente os impactos destas
doencas, o contato entre populacdes com e sem imunidade tem sido ampliado
enormemente devido a velocidade de transporte de portadores, podendo ser estes
pessoas, organismos ndo-humanos ou materiais. Pode-se apontar como exemplo a
identificag&o do transporte multi-vetorizado da colera (Vibrio cholera) (Ruiz & Carlton,
2003). Entre as EEI's mais importantes da América do Sul se encontram as pragas de
insetos que ameacam a agricultura e a seguranca alimentar, gerando consequiéncias
socioecon6micas muito graves (Matthews & Brand, 2005).

A dindmica dos patdgenos invasores, o comportamento humano e o
desenvolvimento econdmico sdo complexos e dependem de interacdes entre a
viruléncia da enfermidade, as populacbes infectadas, as caracteristicas dos
assentamentos humanos e seu nivel de desenvolvimento. Grandes projetos de
desenvolvimento, como sistemas de irrigacdo, expansdo da fronteira agropecuéaria,
programas de reassentamento de populacdes, tém contribuido para a invasédo de
enfermidades como malaria, dengue, esquistossomose. O desmatamento em regifes
tropicais para ampliar as terras dedicadas a agricultura tem aberto novas
possibilidades para a transmisséo de virus causadores de febres hemorragicas que,
anteriormente, circulavam em animais selvagens (Matthews & Brand, 2005).

Uma espécie exoética invasora pode também afetar a saude dos homens, das
plantas e dos animais. Os patégenos e parasitas podem, eles mesmos, ser EEI's ou
podem ser introduzidos por vetores invasores. As popula¢cées humanas podem ser
gravemente afetadas por tipos de agentes infecciosos com 0s quais nao estao
familiarizadas, e que podem ser procedentes de seus proprios animais domésticos ou
de qualquer outro animal (Matthews & Brand, 2005).

As pragas e 0s patdogenos também podem afetar os cultivos e o0 gado - a
producao local de alimentos - provocando a sua escassez. Entre os efeitos indiretos
das EEI's sobre a saude humana, se inclui o uso de uma ampla variedade de
pesticidas. Livres de fatores de controle naturais, 0s organismos invasores podem se
multiplicar rapidamente, fazendo com que seja intensificado o uso crénico e

generalizado de pesticidas (Matthews & Brand, 2005).



O processo de invasdo € frequentemente complexo, resultando em
consideravel incerteza cientifica (Reaser et al., 2005; Helmann et al., 2008). Espécies
exoticas invasoras sdo capazes de provocar alteracdes nas funcbes e na
biodiversidade dos ecossistemas locais ha medida em que se estabelecem com
sucesso nos habitats invadidos. Os prejuizos econdmicos e ecologicos gerados por
EEl's sdo grandes e a magnitude dos impactos causados por alguns invasores
geralmente é desconhecida e de dificil previsdo. Avancos no conhecimento ecologico
e no manejo dos recursos naturais sdo necessarios dentro de um conjunto de medidas
de prevencao e controle (Reaser et al., 2005).

A maioria das introdugdes a longas distancias de EEl's em novas areas —
protegidas ou ndo — é resultado direto ou indireto de atividades humanas (Whiteman
et al., 2008), e fatores sociais e econémicos sdo téo criticos quanto fatores biol6gicos
nessas introducgdes. A diversidade de vetores adicionada aos multiplos caminhos de
invasdo produz uma matriz extraordinariamente complexa, requerendo um manejo
igualmente complexo. Operacionalmente, diferentes vetores terdo forgas diferentes
em diferentes paises e em diferentes sub-regides dentro de um pais.

Como todo pais é importador e exportador de bens e servicos, todo pais é
também facilitador e vitima da invasao de espécies nao nativas. Além disso, as EEI's
ndo sdo apenas levadas (intencional ou inadvertidamente), elas podem mover-se
sozinhas; logo, tornam-se uma ameaca para toda a regiao, seus parceiros comerciais
e todos os paises localizados ao longo da rota comercial (Reaser et al., 2005). A
medida que se intensifica o transporte mundial de pessoas e cargas, a tarefa de
minimizar a dispersao e o impacto das EEI's torna-se mais desafiadora, a menos que
ajustemos nossos valores e desenvolvamos uma nova ética e uma nova
responsabilidade. (Reaser et al., 2005).

A Convencéo sobre Diversidade Biologica (CDB), a qual o Brasil é signatério,
estabelece que se deve impedir a introducédo, bem como controlar ou erradicar EEI's
gue ameacem 0s ecossistemas, habitats ou espécies (MMA, 2000; 2006). Quando se
detecta uma espécie exotica invasora potencial ou atual, ou seja, quando a prevencao
nao tiver obtido éxito, os passos para mitigar os impactos adversos incluem a
erradicacao, a contencéo e o controle (UICN, 2000).

O controle procura reduzir, em longo prazo, a abundancia e/ou a densidade da
espécie. Um caso especial de controle é a contencédo, cuja finalidade é limitar a

dispersdo da espécie, contendo a mesma dentro de limites geogréficos definidos



(UICN, 2000). O proposito da erradicacédo é remover completamente a espécie, o que
nao implicaria necessariamente em exterminio, mas sim em uma remocao dos
animais (como medida emergencial) ou em realizacdo de experimentos, como a
esterilizagdo quimica (Silva et al., 2010). Quando indicado, a eutanasia de animais
exoticos invasores (CFMV, 2002), ainda que de forma ética e com minimo sofrimento,
€ uma medida necessaria para viabilizar a manutencao da integridade ecoldgica dos
ecossistemas e ndo poér a perder a funcédo basica das Unidades de Conservagéo
(Ziller, 2006).

A definicdo de prioridades no combate a EEI's deve estar focada nas menores
populacdes com maior potencial de invaséo, pois a chance de erradica-las € maior do
que as grandes populacdes ja estabelecidas. Nossas tecnologias atuais para
combater EEl's sdo rudimentares e poucas: controle por agentes biolGgicos,
exterminio, esterilizacdo, remocdo mecanica, fogo, herbicidas, caca, apanha,
envenenamento (Reaser et al., 2005; Ziller, 2006; Silva et al., 2010). Além disso, a
maior parte dos métodos utilizados tem gerado controvérsias entre a comunidade
cientifica e a sociedade, e mesmo entre os proprios cientistas (Reaser et al., 2005). E
fato que todos tém limitacBes; porém, todos séo essenciais (Ziller, 2006).

Embora as sociedades protetoras dos animais possam rechacar iniciativas de
controle de animais, é fundamental que isso aconteca. E preciso lembrar que a
eliminacao de EEI's nada mais gera do que a viabilidade da perpetuacéo de
espécies nativas, que ndo tém condi¢cao de realizar esta tarefa por conta propria
ou, simplesmente, de defender-se ou competir com espécies introduzidas. Nesses
casos, que podem ser polémicos por falta de conhecimento, é preciso trabalhar
em paralelo com campanhas de conscientizacéo e esclarecimento publico para
diminuir os aspectos aparentemente negativos (Ziller, 2006).

Uma melhor informacgéo e educacao em todos os setores da sociedade sobre
as EEI's sdo fundamentais para reduzir os riscos de introdu¢des ndo intencionais ou
nao autorizadas e para estabelecer mecanismos de avaliagdo e autorizacdo das
introducdes intencionais propostas. O controle e a erradicagdo de EEl's tém mais
possibilidade de éxito se forem apoiados por comunidades locais, setores e/ou grupos
apropriados (UICN, 2000).

7.2- A invasao biolégica sofrida por C. aurita no Pargue Nacional da Serra dos

Orgé&os:



Os limites das distribuicdes geograficas do género Callithrix ainda s&o pouco
conhecidos (Grele & Cerqueira, 2006). As espécies de Callithrix endémicas da Mata
Atlantica sdo parapétricas, ndo havendo registro de simpatria das formas parentais
(Vivo, 1991, apud Grele & Cerqueira, 2006). Aparentemente, a presenca de uma
espécie deste género impede que outra espécie ocorra na mesma localidade, embora
as chamadas espécies invasoras — C. jacchus e C. penicillata — possam ocorrer em
simpatria com algumas espécies de Callithrix (Grele & Cerqueira, 2006).

Na década de 1970, Coimbra-Filho e colaboradores relataram diversos casos
de hibridacdo entre as espécies do género Callithrix em cativeiro. Nas observacfes
efetuadas com algumas espécies de Callithrix no Jardim Zooldgico do Rio de Janeiro,
percebeu-se que os machos de uma dada espécie preferiram sempre as suas
respectivas fémeas (Coimbra-Filho, 1970). Quanto as hibridacGes experimentais,
observaram cruzamentos interespecificos entre C. jacchus e C. penicillata, C. jacchus
e C. geoffroyi, C. flaviceps e C. jacchus, C. aurita e C. kuhlii, C. aurita e C. flaviceps ,
C. geoffroyi e C. penicillata (Coimbra-Filho et al., 1993).

Foram experimentadas ainda formacdes com duplo-hibridos (Coimbra-Filho,
1971; Coimbra-Filho & Maia, 1976), triplo-hibridos (Coimbra-Filho, 1978), quadruplo-
hibridos (Coimbra-Filho & Maia, 1976), quintuplo-hibridos e séxtuplo-hibridos
(Coimbra-Filho et al., 1993).

Apesar do indiscutivel parentesco entre essas espécies, Coimbra-Filho (1970,
1971) admite que atingiram patente isolamento geografico e que importantes
incompatibilidades genéticas ja sdo notadas, a ponto de promover nos hibridos o
surgimento de anomalias (como o caso da cegueira dos filhotes). Estas anomalias,
contudo, também podem ser consequéncia de consanguinidade (Coimbra-Filho,
1971).

Segundo Vivo (1991, apud Auricchio, 1995) e Marroig (1995), todos os taxa do
género Callithrix podem ser distinguidos por caracteres de pelagem e coloracao, o que
parece ser um padrdo geral para toda a familia Callitrichidae. Individuos hibridos
podem apresentar coloracdo similar a dos pais, mas geralmente, exibem padrbes
intermediarios (Mendes, 1997a). De acordo com Veracini et al. (2002), espécimes
hibridos apresentam padrdes vocais também intermediarios entre as duas espécies

proximas. Coimbra-Filho et al. (1993) afirmam que, em geral, a hibridacdo natural



entre as diferentes formas de Callithrix é rara e localizada nas bordas / limites de suas
areas geograficas naturais.

Mendes (1997b) afirma que entre C. flaviceps e C. geoffroyi existe, na natureza,
um claro mecanismo de isolamento reprodutivo, provavelmente comportamental ou
ecologico, ja que numa mesma localidade podem ser encontrados individuos com
fendtipo tipico de cada espécie, além de hibridos. Nao ha verdadeiramente uma zona
de intergradacdo, mas, aparentemente, eventos de hibridacédo entre duas espécies,
em regido de relevo bastante irregular, onde suas areas de distribuicdo geogréfica se
encontram.

Segundo Mendes (1997b), ndo h& casos de hibridacdo natural entre estas
espécies. Citando o exemplo do Parque Estadual do Rio Doce, no Estado de Minas
Gerais (onde ha confluéncia dos limites de distribuicdo de C. aurita, C. geoffroyi e C.
flaviceps, além de evidéncia da introducéo de C. penicillata), Mendes (1997b) afirma
gue existe uma clara tendéncia a hibridagcéo entre essas espécies e acredita que, caso
a populacédo introduzida seja pequena, comparada a populagéo nativa, a tendéncia é
o desaparecimento do fenétipo introduzido, por selecdo natural contraria aos hibridos
e por queda progressiva de sua frequéncia génica na populacdo. Por outro lado, em
casos de introducdes macicas e dificuldades de adaptacdo a nova realidade pela
espécie residente, pode ocorrer um fenbmeno inverso.

Resultados obtidos através de varias hibridagbes experimentais indicam que,
quanto a fertiidade e viabilidade dos descendentes, alguns individuos sé&o
relativamente bem sucedidos; outros, apesar do aparente estado organico
considerado 6timo, parecem ndo possuir boa fertilidade (Coimbra-Filho, 1978).
Estudos posteriores com hibridagéo (Coimbra-Filho et al., 1983; Coimbra-Filho et al.,
1993) confirmam nao so a fertilidade interespecifica entre as cinco espécies utilizadas
nos experimentos (C. jacchus, C. penicillata, C. geoffroyi, C. aurita e C. flaviceps),
demonstrando que os hibridos de todas essas espécies sdo geneticamente férteis,
mas também que sua descendéncia € bem mais vigorosa que a das espeécies
maternas.

A comprovacéo de fertilidade entre as espécies de Callithrix (Coimbra-Filho et
al., 1993) pode representar uma alternativa para se evitar a degeneracao genética das
espécies ameacadas, no caso de suas populacbes ficarem reduzidas a poucos
individuos, com risco de desaparecimento (Coimbra-Filho et al., 1991). Através de

cruzamentos absorventes sucessivos para aumentar a concentragdo de genes das



espécies ameacadas, partindo de retrocruzamentos, pode-se obter individuos “puros
por cruza”, com finalidade de salvaguardar o maior numero possivel de genes das
espécies ameacadas, colaborando parcialmente para a sua preservacao (Coimbra-
Filho et al., 1991).

A prole resultante de duas espécies consideradas puras possui caracteristicas
intermediarias dos ascendentes, ndo havendo geralmente dominancia de uma
espécie sobre a outra (Coimbra-Filho, 1970). No entanto, se esses individuos hibridos
tem a possibilidade de realizar retrocruzamentos com uma das espécies paternas
(Mallet, 2005), pode haver um desequilibrio nesta dominancia.

Na area do Parque Nacional da Serra dos Orgéos, foi observada uma variagéo
das caracteristicas fenotipicas dos hibridos de Callithrix encontrados ao longo de

cinco anos. Em 2005, foram encontrados individuos que ndo correspondiam a

descricdo exata de nenhuma das trés espécies procuradas - C. aurita, C. jacchus e C.
penicillata (Figura 39) (Pereira, 2006).

: e P -
Figura 39 - Hibrido de Callithrix adulto observado no PARNASO, Teresoépolis, RJ .
Foto de Daniel Pereira, 2005.



Em 2007, j4 durante este trabalho, foram encontrados no mesmo grupo
individuos fenotipicamente sem base para comparagdo com as espécies estudadas
(Figura 40) e outros que j& apresentavam algumas caracteristicas mais proximas de
C. aurita (Figura 41).

Figura 40 - Hibrido de Callithrix jovem observado no PARNASO, Teresopolis, RJ .
Foto de Daniel Pereira, 2007.



Figura 41 - Hibrido de Callithrix jovem observado no PARNASO, Teresopolis, RJ, com
pelagem mais préoxima a de C. aurita. Foto de Daniel Pereira, 2007.

No ano de 2008, praticamente todo o grupo encontrado apresentava
caracteristicas fenotipicas intermediarias, mas mais proximas de C. aurita (Figuras 42
e 43). Este grupo foi capturado e levado para o CPRJ / INEA; ao comparar 0s
individuos deste grupo entre si e depois com um exemplar de C. aurita, pode-se
constatar que ainda existe uma variacao individual dentro do mesmo grupo e uma

grande diferenca fenotipica para a espécie pura C. aurita (Figuras 44 a 47).
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Figura 42 - Hibridos de Callithrix adultos observados no PARNASO, Teresopolis
Foto de Daniel Pereira, 2008.




Figura 43 - Hibrido de Callithrix adulto observado no PARNASO, Teresopolis, RJ .
Foto de Daniel Pereira, 2008.
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Figura 44 - Grupo anestesiado formado por hibridos de Callithrix, capturado no
PARNASO, Teresopolis, RJ, e em cativeiro no CPRJ / INEA. Foto de Daniel Pereira,
2009.




Figura 45 - Individuos anestesiados do grupo hibrido de Callithrix comparados com
individuo C. aurita (4° da esquerda para a direita) anestesiado no CPRJ / INEA. Foto
de Daniel Pereira, 2009.
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Figura 46 - Individuos anestesiados do grupo hibrido de Callithrix comparados com
individuo C. aurita (1° da esquerda para a direita) anestesiado no CPRJ / INEA. Foto
de Daniel Pereira, 2009.



Figura 47 - Filhotes (irmédos) anestesiados do grupo hibrido de Callithrix no CPRJ
/ INEA — notar a variagao fenotipica. Foto de Daniel Pereira, 2009.

7.3- Recomendagdes:

Quando se pensa em manejo de EEI, geralmente existe alguma espécie nativa
implicada no processo e gue esta sendo afetada pela invaséo bioldgica. Infelizmente,
este processo pode ser lento para a escala temporal humana, o que dificulta seu
monitoramento e compreensdo. Além disso, instituices publicas contribuiram, no
passado, para a situacao atual, através de solturas ndo notificadas e/ou feitas sem o
menor critério.

Dentro do Plano de Controle de Espécies Exoéticas Invasoras no Estado do
Parana, Patrocinio (2009) define como objetivo geral do Plano de Controle dos Sagiiis:



- Controlar e erradicar os saguis no Estado do Parana, especialmente nas
Unidades de Conservacdo, visando assegurar a manutencdo das populacbes
silvestres existentes e preservar 0s seus habitats.

Para atingir estas metas, Patrocinio (2009) propfe diversos objetivos
especificos em diferentes areas tematicas. Os mais relevantes para o caso de C.
aurita no PARNASO séo:

Definicdo do destino dos saguis invasores capturados.

- [Estabelecimento de protocolos para levantamento e monitoramento das
populacdes de saguis invasores.

- Realizacdo de diagnoéstico dos fragmentos jA ocupados pelos saglis
invasores nas areas de entorno das Unidades de Conservacéo.

- Elaboragdo e efetivagdo de um plano de monitoramento dos saguis
invasores pré e pés-realizacdo das atividades de controle da espécie.

- Conscientizacédo da comunidade do entorno das Unidades de Conservacgao.

- Fiscalizacéo preventiva e combate ao trafico de animais.

- Experimentos de manejo e controle das espécies.

No caso de C. aurita, as principais recomendacdes para sua conservacao
incluem pesquisas para o registro de outras populacdes em areas de distribuicao livres
de invasao, para que se possa avaliar as chances de recuperagédo populacional e
sobrevivéncia da espécie. A criacdo de novas Unidades de Conservacao deve ser
estimulada, assim como estudos mais aprofundados sobre a espécie nos locais ja
conhecidos de ocorréncia, além de um programa seguro de criagdo em cativeiro (Melo
& Rylands, 2008).

Os impactos da invasao biologica devem ser mitigados, buscando a remocéao
de todos os individuos exéticos invasores, além dos hibridos que venham a ser
encontrados. Deve-se criar ou reforgcar programas de educagcdo ambiental,
apresentando a espécie nativa para as populacdes do entorno das areas protegidas
onde ocorre, demonstrando seu valor como patriménio natural e ressaltando sua
endemicidade. A sociedade deve ser orientada, principalmente, para nao soltar nem
alimentar saguis invasores, combatendo, assim, novas introducdes e a manutencao

dos individuos na regiao (Pereira et al., 2008) (Figura 48).



Seja legal o

nao venda

A Associagdo Mico-Ledo-Dourado, animais
a UENF - Universidade Estadual do A
Norte Fluminense e o IBAMA precisam silvestres
da sua ajuda para combater dois graves
problemas ambientais de nossa regido:

0 trafico de animais silvestres
As espécies invasoras

Nossa regido & uma das mais ricas em biodiversidade
do mundo - trata-se de um patriménio nacional do
qual depende nossa qualidade de vida. A entrada e
reproducao de animais e plantas em nossa regiao
vindos de outros palses ou mesmo de outras regides
do Brasil, representam uma ameaga 3s nossas espécies
de fauna e flora, trazendo doengas, competindo por
alimentos e abrigo, se alimentando de espécies
nativas, e muitas vezes causando prejuizos econdmicos
e problemas de sadde pablica.

Sio exemplos de espécies invasoras em nossa regido:

® Sagii ou mico-astrela s3o duas espécies: uma da .-
Mata Atlantica do Nordeste e outra do Cerrado; esses » SE VOCE:
animais sdo comprados por turistas ou trazidos por
traficantes de animais e acabam sendo soltos nas ' W Tem informagdes sobn
florestas do Estado do Rio de Janeiro, das quais denu
ndo fazem parte - com isso ameagam as espécies
nativas como o mico-ledo-dourado, que s existe nas
florestas de baixada costeira fluminense; 4s vezes
agentes fiscalizadores desinformados também
promovem a soltura de sagliis e de cutros animais
apreendidos em locais onde nao sao nativos.

B Caramujo africano sua criagdo foi incentivada
numa tentativa de substituir o glamouroso scargot
francis, mas o pablico ndo engoliv; as criagdes
foram abandonadas & os animais se proliferaram,
invadindo dreas urbanas, rurals e naturais, levando ys | :
doengas e causando danos 3 vegetacdo nativa ) o’ Ligue para o IBAMA (21) 2682-8311
e prejuizos na agricultura. = Ay . =i CETAS - Centro de Triagem de Animais Silvestres

sagui@micoleao.org.br

Figura 48 - Folder de esclarecimento sobre o trafico de animais e o problema das
espécies exoticas invasoras (AMLD / UENF / IBAMA).

Outra opcdo € a erradicagdo, Unica opgdo que elimina os riscos para as
populacbes da espécie nativa, seja pela remoc¢éo dos individuos, pela esterilizacdo
(reducédo da natalidade) ou por uma combinacédo das duas. A remocgdo apresenta
dificuldades logisticas quanto a captura, transporte, alimentacéo e quanto ao destino
dos animais; a esterilizacdo, quanto ao bem-estar animal e aos custos dos
procedimentos (Morais Jr. et al., 2008).

O manejo efetivo de Unidades de Conservacédo precisa incluir um sistema
permanente de prevencdo e deteccdo precoce da chegada de espécies exéticas,
assim como um bom diagndstico de espécies ja existentes. A deteccao precoce e a
acdo imediata constituem as formas mais eficientes e de mais baixo custo para
combater EEI's e manter um trabalho de preveng¢ao a novas invasées. Ainda assim, o
controle é essencial. Nado se pode jamais desistir de fazé-lo: a batalha jamais esta
perdida, e controlar espécies invasoras € o minimo que se pode fazer, buscando
sempre praticas de alta eficiéncia e baixo custo que, em muitos casos, sdo alcancadas

com pratica e experiéncia, ao longo do tempo (Ziller, 2006).



A promocdo de educacdo ambiental e conscientizacdo das comunidades
devem ter como obijetivos evitar novas introdu¢des ou reduzir a um nivel menor do
que a taxa de mortalidade ou remocédo dos individuos invasores (Morais Jr. et al.,
2008). O combate deve ter a finalidade de reduzir riscos de introdugcbes néo-
intencionais ou nao-autorizadas; o controle e a erradicacao terdo mais possibilidades

de éxito se forem apoiados por comunidades locais, setores e/ou grupos apropriados.

Em sintese:

- Todos os hibridos de Callithrix, bem como os individuos da espécie C.
penicillata devem ser retirados do Parque Nacional da Serra dos Orgaos,
como forma de preservar o patriménio genético de C. aurita.

- Com base na critica situacdo em que C. aurita se encontra na natureza,
particularmente na area do Corredor de Biodiversidade da Serra do Mar —
Mosaico Mata Atlantica Central Fluminense, propde-se ao Comité Nacional
para Conservacdo e Manejo dos Calitriquideos da Mata Atlantica (CPB /
ICMBIO) a mudanca de categoria de ameaga em que se encontra esta
espécie.
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ANEXO - Eletroferogramas dos hibridos de Callithrix e de C. jacchus, C. aurita e
C. penicillata

Sequenciamento do Hibrido Da3 & Primer Direito

NNNANNTTCGACCTCGTCGGAGGCCAATATGCTGCAGAACAATGACAGTTTG
CTTACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTCTGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACA
CCTTCTCATACAGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACAC
CCGCTAGA
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Sequenciamento do Hibrido Da3 4 Primer Reverso



NNNGNTNTACTGTTATCACTGTATGAGAAGGTGTACAACCTGTCCTCTGCTTG
CAGAGTTTCTGAAGATGGATCGGCGGTAAGCAAACTGTCATTGTTCTGCAGC
ATATTGGCCTTCCGACGAGGTCGATACTTATAATTCGGGTATTTCTCTCTGTG
CATGGCCTGTAA
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Sequenciamento do Hibrido Dal & Primer Direito
NNTNNNTNCGNCAGAAGGCCATATGCTGCAGAACAATGACAGTTTGCTTACCGC
CGATCCATCTTCAGAAACTCTGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTCTCATA



CAGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTAGA
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NNTN WNTNCGNCAGAAGG CATAT GCT GCAGAACAAT GACAGTTTGCTTACCGCCRATCCAT CTTCAGAAACT CTGCAAGCAG AGGACAGGT TETACACCTTCTCATACAGTG AT AAC
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Sequenciamento do Hibrido Dal & Primer Reverso
NNNTCNNTATACTGTATGAGAGGTGTACAACCTGTCCTCTGCTTGCAGAGTTTCT
GAAGATGGATCGGCGGTAAGCAAACTGTCATTGTTCTGCAGCATATTGGCCTTC
CGACGAGGTCGATACTTATAATTCGGGTATTTCTCTCTGTGCATGGCCTGTAA



1 i i i ! il il 0 % 100 1
WNTCNW TATACTGTATGAGA GG GIACAACCT QT CCTCTGCTT GCAGAGITTCT GAAGAT GG COGCRGT AAGCAAACTRTCATTOT TET GLAGCATATT GGCCTTCCGACGAGGT

NN

120 1 ) NI 160 i 180 15 il ] i il H
COATACTTATAATTCGGOTATTTCTCTCTATRC ATGGCCTGTAN AAGGACTGT TTATTTCTTC CATCTGGAT GACCTCCATTAGC TTAACAGCTCTCTGTGCATGGCCTGTAL GGATC GICGCT

Sequenciamento do Hibrido Da2 & Primer Direito
NNNATCGACCTCGACGGAAGGCCAATATAGCTGCAGAACAATGACAGTTTGCTT
ACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTCTGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTTC



TCATACAGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCTA
GA
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Sequenciamento do Hibrido Da2 4 Primer Reverso



NAGNNTNTCNGNTTCCTGTATGAGAAGGTGTACAACCTGTCCTCTGCTTGCAGA
GTTTCTGAAGATGGATCGGCGGTAAGCAAACTGTCATTGTTCTGCAGCATATTG
GCCTTCCGACGAGGTCGATACTTATAATTCGGGTATTTCTCTCTGTGCATGGCC

TGTAA
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Sequenciamento de um macho de Callithrix jacchus Primer direito



NNTNGNTNTCGACCTCGTCGGAGGCCAATATGCTGCAGAACAATGACAGTTTGC
TTACCGCCGATCCATCTTCAGAACTCTGTGGTGAAATGCAAGCAGAGGACAGGT
TGTTCACCTTCTCATACAGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGA

ACACCCGCTAGA
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Sequenciamento de um macho de Callithrix jacchus Primer reverso



GNGTNNNNTTCTGNTTNTCACTGTATGAGAAGGTGAACAACCTGTCCTCTGCTT
GCATTTCACCACAGAGTTCTGAAGATGGATCGGCGGTAAGCAAACTGTCATTGT
TCTGCAGCATATTGGCCTTCCGACGAGGTCGATACTTATAATTCGGGTATTTCTC
TCTGTGCATGGCCTGTAA
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Sequenciamento de Callithrix aurita 20604 Primer Direito



NNNNNTNTCGACCTCGTCGGAGGCCAATATGCTGCAGAACAATGACAGTTTGCT
TACCGCCGATCCATCTTCAGAAACTCTGCAAGCAGAGGACAGGTTGTACACCTT
CTCATACAGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAATGGAACACCCGCT

AGA
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Sequenciamento de C. aurita 20605 Primer Reverso



NTNNTNTACTGTTATCACTGTATGAGAAGGTGTACAACCTGTCCTCTGCTTGCAG
AGTTTCTGAAGATGGATCGGCGGTAAGCAAACTGTCATTGTTCTGCAGCATATT
GGCCTTCCGACGAGGTCGATACTTATAATTCGGGTATTTCTCTCTGTGCATGGC
CTGTAACTCCTTGTCN
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Sequenciamento de C. penicillata & Primer Direito



CNNNNTNGTATCGACCTCGTCGGAAGGCCAATATGCTGCAGAACAATGACAGTT
TGCTTACCGCCGATCCATCTTCAGAACTCTGTGGTGAAATGCAAGCAGAGGACA
GGTTGTTCACCTTCTCATACAGTGATAACAGTAAGAAATCCACCCAATCAACAAT
GGAACACCCGCTAGA
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Sequenciamento de C. penicillata 03 Primer Reverso



NNNTNCNTCTACTGNTATCACTGTATGAGAAGGTGAACAACCTGGTCCTCTG
CTTGCATTTCACCACAGAAGTTCTGAAGATGGATCGGCGGTAAGCAAACTGG
TCATTGTTCTGCAGCATATTGGCCTTCCGACGAGGTCGATACTTATAATTCGG
GTATTTCTCTCTGTCATGGCCTGTAAG
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