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Resumo

A fragmentagcdo do habitat, principalmente quando por causas antrépicas,
pode influenciar na variabilidade genética das espécies, em especial sobre as
populacdes isoladas em pequenos fragmentos, resultando na redugédo do tamanho
populacional e da capacidade de dispersdo. O Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga (PEFI) é o maior fragmento de Floresta Atlantica inserida na Regido
Metropolitana de Sdo Paulo. Por ser uma area isolada em ambiente urbano, sofre
efeito insular e esta sob presséo antropogénica que gera impactos negativos para a
biodiversidade local. Dentre as espécies silvestres, o bugio-ruivo (Alouatta guariba
clamitans) € o Unico primata autoctone. Partindo da hipdtese de que a populacdo
isolada de bugios do PEFI é endogémica e apresenta baixa diversidade genética,
foram utilizados 10 loci de marcadores microssatélites heterdlogos para avaliar a
diversidade genética, coeficiente de endogamia, gargalo populacional e informacdes
iniciais sobre a estrutura populacional e parentesco. Para isso, foi efetuado a
extracdo de DNA e genotipagem de amostras de sangue de 30 animais capturados.
Como resultados foram encontrados 49 alelos com média de 4,9 alelos por loco,
sendo 2,95 o numero efetivo de alelos, riqgueza alélica média de 4,73, Ho média de
0,49 e He média = 0,58. Foi observado défciti de heterozigotos e o coeficiente de
endogamia Fis foi 0,16, indicando a ocorréncia de endocruzamento. O teste de
correlacdo de Pearson e a analise de variancia (ANOVA) foram utilizados para
analisar a relacdo entre a distancia geogréafica dos animais capturados e a distancia
genética obtida através na analise de parentesco e, com base nos resultados
obtidos, observou-se uma maior proximidade de machos adultos aparentados do
que de machos adultos nédo relacionados. O teste de redugdo populacional néao
detectou gargalos populacionais recentes. Entretanto, apesar da auséncia de
gargalos e da moderada diversidade genética encontrada, a populacdo de bugios do
PEFI apresentou média consideravel de coeficiente de endogamia e diversidade
genética inferior a outras populagdes isoladas.

Palavras-chave: microssatélite; parentesco; estrutura populacional; PEFI, Atelidae



Abstract

The fragmentation of the habitat mainly through anthropic causes may infer
the genetic variability of species, specially over isolated populations in small
fragments, leading to the reduction in population size, and spreading potential.
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI) is the largest fragment of Atlantic
Forest inserted in the Metropolitan Region of S&o Paulo. For being an isolated area
in urban environment, it takes the insular effect and it is under anthropogenic
pressure that generates negative impact to the local biodiversity. Within wild species,
the red howler monkeys (Alouatta guariba clamitans) is the only autochthone
primate. Starting from the hypothesis that the isolated population of red howlers of
PEFI is endogamic and it presents low genetic diversity, 10 loci heterological
microsatellite indicators have been used in order to assess the genetic diversity,
endogamy coefficient, population bottleneck, and initial information over the
population structure, and kinship. Thus, the DNA extraction and genotyping of the
blood samples were performed in 30 animals captured. As a result, 49 alleles were
found with an average of 4,9 alleles per loco, being 2,95 the effective number of
alleles, a richness allelic average of 4,73, average Ho of 0,49, and average He =
0,58. It was observed a deficit in heterozygotes and Fis endogamic coefficient being
0,16, pointing the occurrence of inbreeding. The Pearson correlation test and the
analysis of variance (ANOVA) were used in order to analyze the relation between the
geographic distance of the captured animals and the genetic distance obtained
through the analysis of kinship and, based on the results obtained, it has been
observed a greater proximity of male adults family-related than non-related male
adults. The populational reduction test has not detected recent population
bottlenecks. Nevertheless, in spite of the absence of bottlenecks and the moderate
genetic diversity found, the population of brown howlers of PEFI has presented a
considerable average of endogamic coefficient, and genetic diversity inferior to other
isolated populations.

Keywords: microsatellite; kinship; population structure; PEFI, Atelidae.
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1. Introducéo

A fragmentagcdo de habitat é definida ndo s6 pela perda de habitat, mas
também pelo processo no qual uma paisagem original € convertida em manchas
menores e isoladas, sendo considerada como uma das principais ameacas a
biodiversidade (van den Berg et al., 2001; Fahrig, 2003). E um fator naturalmente
presente em qualquer ecossistema, sendo resultante, principalmente, de
transformag6es geomorfolégicas e de mudancas climaticas. Em comparagdo com o
processo natural, a fragmentacao antrépica provoca mudangas muito mais bruscas e
acentuadas e, até certo ponto, irreversiveis nas condicdes de vida, levando a
modificacdes répidas na composicdo e na diversidade das comunidades (Lord &
Norton, 1990; Metzger, 1999; Ferrari, 2002).

Os ecossistemas tropicais sao relacionados a fragmentacdo e perda de
habitat, especialmente a Mata Atlantica, que é considerado um dos biomas mais
ameacados do mundo (Mittermeier et al., 2004; Ribeiro et al., 2009; Jenkins et al.,
2013). A Mata Atlantica originalmente abrangia uma &rea total de 1.315.460 km? ao
longo de 17 estados brasileiros (Peres, 2010), sendo uma das regides
biologicamente mais ricas do planeta (Mittermeier et al., 2006) e restando
atualmente apenas 12,4% de sua cobertura original (Hirota, 2018). Além disso, a
maior parte dessa cobertura encontra-se em pequenos fragmentos menores que 250
hectares e apenas 9,3% desses remanescentes estdo dentro de Unidades de
Conservagao (Hirota, 2018).

Entre as poucas, porém importantes &reas remanescentes de Mata Atlantica
efetivamente protegidas como Unidades de Conservagéo na cidade de Séo Paulo,

estd o Parque Estadual das Fontes do Ipiranga — PEFI. Seus limites séo
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demarcados desde 1893 com o intuito de preservar as nascentes da regiao,
entretanto, a Unidade de Conservacao foi criada oficialmente em 1969 (Bicudo et al.,
2002). Atualmente possui area de 526,4 ha e o remanescente de Mata Atlantica
mais proximo é o Parque Estadual da Cantareira, localizado a aproximadamente 20
km do PEFI. Cercado pela urbanizacdo, o PEFI possui tempo de isolamento
desconhecido e sua biodiversidade vem sofrendo impactos negativos decorrentes da
pressao urbana.

Dentre as 26 espécies de mamiferos conhecidas para a area (Monticelli et al.,
dados néo publicados), os bugios-ruivos (Alouatta guariba clamitans) séo os Unicos
primatas autoctones do PEFI. Os primatas neotropicais sédo bioindicadores para
estudos de fragmentacdo (Chapman et al., 2003, Lacher, 2006) e algumas espécies
estdo relacionadas ao equilibrio ecologico do habitat, cujas populagbes comegam a
declinar conforme avango dos eventos antrépicos que geram alteracdo de habitat
(Terborgh, 1986). Por habitarem ambientes florestais, muitas espécies de primatas
sdo afetadas pela reducdo da cobertura vegetal, fato que as torna vulneraveis em
paisagens fragmentadas (Chiarello & Melo, 2001). Por outro lado, espécies como as
de bugios tendem a se ajustar as mudancas até determinados niveis (Terborgh,
1986).

Apesar da capacidade de ajuste de algumas espécies, os habitats reduzidos
se tornam inviadveis em longo prazo. Os principais fatores estdo relacionados a
extingdo dos recursos-chave de alimentagéo, interrup¢céo do fluxo génico entre as
populacdes separadas e aumento das tensdes sociais nos grupos, 0 que remete a
um confronto agonistico entre os individuos e afeta também o tamanho da &rea de

vida, a plasticidade e a adaptabilidade alimentar (Marsh et al., 2003).
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Alguns estudos com a populacdo de bugios-ruivos do PEFI vém sendo
desenvolvidos com enfoque em ecologia (Benedicto et al., 2015), microbiologia
(Franco & Oliveira, 2014) e impactos antropicos (Monticelli & Morais, 2015). A Unica
estimativa populacional da espécie na area de estudo € de Benedicto et al. (2015),
que apOs estudarem a area de vida de dois grupos, com média de 4,55 ha,
estimaram a densidade populacional de 1,53 individuos por hectare. Este valor foi
extrapolado para os 357 ha de reserva biolégica, que resultou na estimativa média
de 549 bugios para o PEFI, sendo 392 o minimo e 706 0 maximo.

Além desses estudos, medidas mitigatorias tém sido implementadas para
minimizar impactos no qual os primatas sdo acometidos, como eletroplesséo e
atropelamento. Exemplo dessas medidas é a troca da fiacdo por estruturas mais
tecnoldgicas que impedem a descarga elétrica acidental mesmo quando o animal
entra em contato fisico com a linha de transmissdo de energia. Junto a isso foram
instaladas pontes suspensas para a passagem segura da fauna arboricola por areas
que apresentam riscos para os primatas e demais espécies locais. Com essas
acoes, os impactos resultantes em 6bitos tendem a diminuir. Entretanto, ndo se sabe
em quais condigBes genéticas estes animais isolados se encontram. Fato este que
pode ser um entrave para a manutengdo da populacdo de bugios-ruivos do PEFI no
futuro, pois com o isolamento geografico gerado pela expansédo da cidade de S&o
Paulo, a populacéo de bugios do PEFI sofre impedimento do fluxo génico e limitagao
da busca por recursos diversos.

O isolamento de populagbes relativamente pequenas em ambientes isolados
pode levar ao aumento da endogamia e da presséo de efeitos aleatorios, tais como

deriva genética (Couvet, 2002; Frankham, 2003). Esses processos podem causar
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uma perda de variabilidade genética e possivel fixacao de alelos deletérios, que por
sua vez pode levar & perda da viabilidade da populagdo em longo prazo (Bjilsma et
al., 2000; Frankham et al., 2002; Keller & Waller, 2002; Reed & Frankham, 2003).
Apesar de estudos mostrarem que os bugios ndo sdo apenas altamente tolerantes a
perturbacdes do habitat, mas podem realmente prosperar em paisagens
fragmentadas (Chiarello, 2003; Ferrari et al., 2003; Gilbert, 2003; Rodriguez-Toledo
et al., 2003; Camargo, 2007), eles ndo estéo isentos dos efeitos da perda da
diversidade genética a longo prazo (Bastos et al., 2010), diversidade na qual é
essencial para a adaptacdo de uma espécie frente as pressdes ambientais

(Frankham, 2003).

2. Justificativa

Considerando o acelerado e exponencial processo de urbanizagdo da cidade
de S&o Paulo, tendo como consequéncias os diversos impactos a fauna, torna-se
prioridade adquirir conhecimentos sobre as populacfes das espécies inclusas nos
principais fragmentos florestais da cidade. Além disso, é necessério identificar as
principais pressdes a que essas espécies estdo submetidas, de forma a possibilitar a
aplicacdo de medidas mitigatérias para as situacdes que podem infligir impactos
pontuais na composi¢éo e integridade dos grupos e da populagdo propriamente dita.
Tais medidas almejam a manutengdo e conservacdo das espécies nos ambientes
naturais ja bastante restritos.

Segundo Chiarello (2000), somente fragmentos florestais maiores que 20.000

ha s@o capazes de manter populacdes viaveis de primatas em longo prazo, e a

maioria dos fragmentos florestais paulistas de Mata Atlantica semidecidua néo

12



possui esse tamanho (Ribeiro et al., 2009). Portanto, considerando o efeito insular
que o PEFI sofre pela urbanizacéo, e o fato da popula¢céo de bugios estar isolada e
suscetivel a efeitos estocésticos, estudos genéticos sdo importantes para avaliar a
diversidade genética e o grau de endocruzamento dos grupos. Além disso, apesar
de ser possivel encontrar estudos de diversidade genética de espécies de Alouatta
com uso de microssatélites, tanto em ambiente continuo como fragmentado, néo
foram encontrados estudos do tipo com A. g. clamitans, especialmente com

populacdes isoladas.

3. Hipdtese
A populacédo de bugios-ruivos (Alouatta guariba clamitans) do PEFI apresenta

baixa diversidade genética e altas taxas de endocruzamento.

4. Objetivos
4.1. Objetivo Geral

O presente estudo tem por objetivo estimar a diversidade genética e o grau de
endocruzamento da populagdo de Alouatta g. clamitans residente no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga utilizando marcadores moleculares microssatélites

de DNA obtidos a partir de amostras de sangue.

4.2. Objetivos Especificos
- Determinar os niveis de diversidade genética na populacdo de bugios-ruivos do
PEFI em termos de heterozigosidade observada e esperada, riqueza e nimero de

alelos;
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- Estabelecer as relagdes de parentesco e o coeficiente de endocruzamento entre 0s
individuos amostrados;

- Avaliar a estruturagéo genética da populagéo do PEFI;

- Avaliar se a populagéo de bugios-ruivos sofreu declinio populacional recente;

- Diagnosticar a dinAmica populacional na &area de estudo juntamente com as
pressdes antrépicas;

- Propor possiveis alternativas para manejo populacional caso seja constatado

algum grau de endocruzamento e baixa diversidade genética.

5. Materiais e Métodos
5.1. Area de Estudo

O Parque Estadual das Fontes do Ipiranga esta localizado no municipio de
Séo Paulo (Figura 1), fazendo divisa com o municipio de Diadema (23° 38 08"S e
23° 40’ 18”S e 46° 36’ 48"W e 46 ° 38’ 00"W) (Fernandes et al., 2002). E o maior
remanescente de floresta Atlantica urbana da capital. Suas dependéncias abrigam o
3° Batalhdo de Policia Militar, a 972 Delegacia de Policia Civil, o Centro de
Exposi¢bes Imigrantes, o Hospital da Agua Funda, o Parque de Ciéncia e
Tecnologia da Universidade de S&o Paulo (CienTec), o Zoo Safari e a Fundagéo

Parque Zoolégico de S&o Paulo (Barbosa et al., 2002).
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Figura 1: Localizacdo do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga na cidade de Séo
Paulo.

Em 1893, a éarea delimitada para o PEF| era de aproximadamente 697
hectares, e desde entdo vem sofrendo impactos e diminuicdo de sua cobertura
vegetal, sendo que as principais causas foram as obras para construcdo da Rodovia
dos Imigrantes, a urbanizacdo dos bairros vizinhos, ocupacdes irregulares, dois
grandes incéndios causados por quedas de balbes, em 1993 e 2006 (Peccinini &
Pivello, 2002) e, a partir da década de 60, a constru¢cdo da Avenida Miguel Estéfano.
Essa divisdo da area, provocada por uma avenida de intenso trafego em meio a
Unidade de Conservacdo, amplia os impactos como efeito de borda, poluigdo do ar,
sonora e por residuos diversos que sao depositados nas areas naturais. Para a
fauna do PEFI, a presenca da avenida em meio ao Parque Estadual, gerou e gera

acidentes, como atropelamentos e eletroplessdes, ndo apenas de primatas, mas
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também de outros mamiferos, como marsupiais (Didelphis aurita), preguicas
(Bradypus variegatus), tatus (Dasypus novemcinctus) e roedores como oOurigo-
cacheiro (Sphiggurus villosus) (Monticelli, C., dados nédo public.).

A vegetacdo do PEFI é caracteristica de floresta ombrdfila densa de encosta
atlantica (Sao Paulo, 2008) e o uso da area € caracterizado por recreacao, ensino e
pesquisa. Muitos estudos foram realizados no Parque, sendo sua hidrografia,
topografia, fisionomia vegetal e clima bem conhecidos (Fernandes et al., 2002;
Santos, 2008; Villagra & Neto, 2010). Estudos sobre a fauna local eram muito
limitados (Bicudo et al., 2002; Malagoli et al., 2008), mas a partir de 2013 alguns
estudos com vertebrados do PEFI comegaram a ser realizados (Perrella & Guida,
2013, Benedicto et al., 2015 Monticelli & Morais, 2015, Monticelli, 2016; Guida, 2017;
Lisboa, 2017; Moraes, 2017; Rossi, 2017; Monticelli & Antunes, 2018; Perrella et al.,
2018) com objetivos de aumentar o conhecimento faunistico e gerar oportunidades

para novas pesquisas.

5.2. Espécie em estudo

O género Alouatta Lacépede, 1799 pertence a familia Atelidae, a qual engloba
0s maiores primatas neotropicais (Oliveira et al., 2002). A espécie Alouatta guariba
clamitans (Cabrera, 1940) é endémica da Mata Atlantica e no Brasil se distribui
desde o Espirito Santo até o Rio Grande do Sul (Mittermeier et al., 1982). A
presenca da espécie também é registrada no nordeste da Argentina, na regido de
Missiones (Crockett 1998, Gregorin, 2006). Os grupos da espécie sao formados por
dois (Silva Jr., 1981) a 13 individuos (Jardim, 2005), com média de 6,2 individuos

(Miranda & Passos, 2005). O grupo é composto por mais fémeas do que machos,
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além dos subadultos e infantes (Miranda et al., 2004; Miranda & Passos, 2005;
Steinmetz, 2005; Miranda et al., 2006). N&o existe sazonalidade na reproducéo e ela
ocorre ao longo de todo o ano, sendo a taxa anual de reproducéo inferior a um
nascimento por fémea adulta (Strier et al., 2001; Miranda & Passos, 2005).

A espécie, geralmente, possui pequenas areas de vida, que variam de 4 a 41
ha. Contudo, o mais comum de ser encontrado séo grupos habitando &reas de 4 a 8
ha (Aguiar et al., 2003; Steinmetz, 2005; Cunha & Jalles-Filho, 2007). Essa pequena
adrea de vida € relacionada com a capacidade de persistirem em ambientes
fragmentados (Crockett, 1998; Bicca-Marques, 2003). Para Alouatta, sabe-se que
ambos 0s sexos migram e podem formar novos grupos ou serem integrados a
grupos existentes (Brockett et al., 2000; Ostro et al., 2001; Oklander et al., 2010).
Contudo, a fragmentacéo da paisagem pode modificar a migragéo (Oklander et al.,
2010).

A. g. clamitans possuem dimorfismo sexual no tamanho, massa corporal e
coloracdo da pelagem (Neville et al., 1988; Ravosa & Ross, 1994; Gregorin, 2006),
sendo a coloragdo da pelagem a mais evidente. Apesar da variagdo de tonalidades,
0s machos adultos sé@o representados pela coloracé@o ruiva-dourada, ja as fémeas
adultas e individuos imaturos apresentam coloracdo castanho escuro (Gregorin,
2006). Apesar da ampla variagdo nas tonalidades ao longo da distribuicdo da
espécie, a coloracdo ruiva profunda € predominante para os machos adultos do
estado de S&o Paulo, assim como a coloragéo castanha escuro para as fémeas e
jovens (Gregorin, 2006).

A espécie é considerada em perigo de extingdo pela lista de animais

ameacados do estado de S&o Paulo, principalmente pelos surtos epizodticos de
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febre amarela (S&o Paulo, 2018). Em ambito nacional é categorizada como
vulneravel (MMA, 2018) e globalmente considerada fora de preocupagéo (IUCN,
2008). Apesar das diferengas nas esferas de avaliagédo, € consenso que a populagéo
tende a decrescer ao longo de sua area de ocorréncia.

Muitas pesquisas ja foram efetuadas com a espécie em abordagens
ecoldgicas, comportamentais e demograficas, porém sdo escassos os trabalhos que
avaliam a diversidade genética das popula¢gbes com uso de marcadores moleculares

microssatélites.

5.3. Coleta do material biolégico

Devido ao ambiente antropizado que circunda o PEFI, é comum encontrar
bugios-ruivos em situacdes que requeiram intervencdo técnica, ficando sob
responsabilidade da equipe da Fundagdo Parque Zooldgico de S&o Paulo, uma das
instituicdes integrantes da Unidade de Conservacgéo. Durante esses atendimentos 0s
bugios passavam por cuidados especializados e tinham suas amostras biolégicas
coletadas de forma oportunista sob licengas do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovéaveis (IBAMA), Comité de Etica da Universidade
Federal de S&o Carlos (CEUA) e Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) (Sistema de Autorizacdo
e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) n® 54570; CEUA n° 9428171116 e
SISGEN n° AE48610). Entre janeiro de 2016 e outubro de 2017 foram coletadas 30
amostras de sangue de diferentes individuos adultos para realizar as analises
genéticas. Para a selecdo dos animais foram considerados bugios de diferentes

localidades do PEFI. Foram coletados 0,5 mL de sangue por individuo (Figura 2),
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armazenados em tubos EDTA e mantidos a 4° C até o momento de extragdo do
DNA. Os locais de captura dos animais foram georreferenciados utilizando aparelho
GPS Garmin Etrex 30. Os pontos de coleta foram plotados em imagem de satélite
para melhor visualizagéo da distribuicdo das amostras na Unidade de Conservacéo

estudada (Figura 3).

w

Figura 2: Coleta de sangue da veia femoral de Alouatta g. clamitans do Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga para posterior extracdo de DNA gendmico.
Imagem: Caué Monticelli.

Devido ao encontro de uma fémea com anomalia de coloracdo para a
espécie, uma captura ativa foi planejada para obtencdo do material biolégico deste
individuo. Além de o material ser utilizado para a avaliagdo da diversidade genética

dos bugios-ruivos do PEFI, buscou-se avaliar se a coloragdo anormal encontrada

poderia ser decorrente do isolamento populacional e depressao por endogamia.
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Figura 3. Em vermelho os pontos de captura dos Alouatta g. clamitans do Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga e seus respectivos numeros de identificagao.
Imagem: Google Earth.

5.4. Extracéo e quantificacdo de DNA

O DNA genbmico das amostras de sangue dos bugios-ruivos foi extraido
utilizando-se o kit “Wizard Genomic DNA Purification Kit®”, catalogo numero
#A1120, Promega®, seguindo as recomendacdes do fabricante. A qualidade e a
concentracdo da extracdo de DNA foram verificadas em espectrofotdmetro NanoVue

Plus® (GE HealthCare®).
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5.5. Amplificac&o dos locos de microssatélite e genotipagem

Utilizamos dez loci de microssatélites heter6logos para caracterizar a
populacdo de Alouatta guariba clamitans do PEFI (Tabela 1), sendo: Ab4, Ab6, Ab7,
Ab9, Ab12, Ab17 isolados para Alouatta belzebul por Gongalves et al. (2004); Acl17 e
Ac45 isolado para Alouatta caraya por Oklander et al. (2007); Apil4 isolado para
Alouatta pigra por Cortés-Ortiz et al. (2010) e D5S117 que foi isolado para Homo
sapiens por Weber et al. (1990) e testado com sucesso em Alouatta caraya por
Oklander et al. (2007). Todos loci foram apontados pelos autores como polimérficos
e ndo foi abordada presenca/auséncia de alelos nulos nas espécies em que foram
isolados, com excegéo de Oklander et al. (2007), que evidenciou auséncia de alelos
nulos em Acl7 e Ac45. Para avaliarmos a presenca de alelos nulos nos loci

analisados, utilizamos o software Micro-Checker (Oosterterhout et al., 2004).
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Tabela 1. Descri¢éo dos 10 loci microssatélites heterélogos e polimoérficos utilizados para Alouatta guariba clamitans no presente trabalho.
Os locimarcados com ! foram publicados por Gongalves et. al. (2004), os marcados com 2 foram publicados por Oklander et al., (2006), o
marcado com 3 foi publicado por Cortés-Ortiz et al., (2010) e o marcado com * foi publicado por Weber et. al., (1990) e Oklander et. al.,

(2006);
Loco Sequéncia do iniciador (5' > 3') Unidade de Repeticdo TF TA (°C) Testado em
Ab 41 F: AGCGCCTCTCCTGGTTTTTAC (GA)2AA(GA)12AG 145-167 56 A.belzebul
R: AAAAATTCCCAAACCCCACC
, (CT)9TTT(CT)11GTCT
Ab 61 F: GTGATTATTGTGTGGTACTTG GTCTTAT(AC)S 265203 56 A.belzebul
R: ATGTATTTTTCTGGTTTTACC
Ab T F: ACCCCCATCTCTTAAAACACAC (AC)21 184-202 56 A.belzebul
R: CCTACTGCCTAAGTCTCCCAAC
Ab ot F: AATGAAGACAACAAACGAC (GAAA)18 174-198 54 A.belzebul
R: TGAAGAACACACCTGAGG
Ab 121 F: AMMTCAAGGCCCACAGGG (GAAA)14 233-285 56 A.belzebul
R: CAAAGGCAAGAAAGCAAGAAG
, (GAAA)2G(GAAA)2
1
Ab 17 F: GGAAACAGTGGAAGACAAAAGGAG GAG (GAAM4 193263 56 A.belzebul
R: AGATGGCCAAAGATAAAGACATGTAAAA
Ac 172 F: CTGGCAGTACGTGGCTTTG (GTTTT)? 238 - 248 56 A. caraya
R: TTAGCCTGGCGTAGTGGTGT
Ac 452 F: TTGGTGTGACCATAGCTCCA (CTTTILCH)L(CLi)2 240 - 276 56 A. caraya
R: GCAGAAGGAGGAGGAGAAGAA
) A. pigra e A.
3 23 -
Api 14 F CGTCCTTGGAAGGTCATCTC A 194-198 56 palliata
R AGAGGGTCCCACTGAAAGC
D5S117* (CAL7 131 - 147 56 Homo sapiens

F: TGTCTCCTGCTGAGAATAG
R: TAATATCCAAACCACAAAGGT

e A. carava

TF = tamano dos fragemtnos em pares de bases; TA = temperatura de anelamento dos iniciadores utilizada para Alouatta guariba
clamitans neste estudo.

As condicbes das reagdes de cadeia de polimerase (PCRs) seguiram o
protocolo descrito pelos autores com adaptagbes, conforme segue: diluicdo das
amostras de DNA em 50 ng/ul; diluicdo dos primers (iniciadores) em 100 ng/ul e da
solugcdo estoque foram feitas diluicbes a 10 ng/ul para a utilizagcdo na PCR; preparo
dos dNTPs com 10 ul de dATP, 10 ul de dTTP, 10 ul de dCTP e 10 pl de dGTP. O
ciclo no termociclador foi programado com 3 minutos a 94°C para desnaturagao
inicial; 35 ciclos de 45 segundos de desnaturagcdo a 94°C, 45 segundos para

anelamento em 54°C ou 56°C (dependente do primer utilizado) e 45 segundos para
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extensdo em 72°C. Para a extensao final foi programado um ciclo de 10 minutos a
72°C.

O preparo de cada amostra a ser amplificada por PCR constituia de um final
de 15 uL contendo 50 ng de DNA, solugdo tampédo 0,8mM de dNTP’s, 3mM de
MgCl2, 10 pmol de primer forward, 10 pmol de primer reverse e 0,5 U de Taq
polimerase (Invitrogen®).

A cada secdo de PCR utilizou-se um controle negativo (PCR sem a incluséo
do DNA, para controle de possiveis contaminacdes). Com intuito de avaliar o
sucesso da extracdo e amplificacdo do DNA, as amostras amplificadas foram
aplicadas em gel de agarose a 1% sob configuragcédo constante de 120V, 150mA e

150W (Figura 4A-B).

.

Figura 4A. Amostras aplicadas em gel de agarose 1%; 4B. Resultado da eletroforese
observada em transiluminador. Imagem: Caué Monticelli.

Ap6s a genotipagem terceirizada em sequenciador automatico ABI 3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems®) os genotipos foram determinados por meio do

software GeneMarker V.2.7.4.
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5.6. Analises populacionais

Os dados genotipicos dos individuos foram utilizados para a obtencdo das
estimativas de diversidade genética da populacdo, como o nimero de alelos (Na),
riqueza alélica (RA), heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), excesso de
heterozigotos (pL) e déficit de heterozigotos (pS). Estas andlises foram efetuadas
nos programas GenePop (Raymond & Rousset, 1995), GeneAlex (Peakall &
Smouse, 2006) e FSTAT v.2.9.3 (Goudet, 2001). Para detectar eventuais desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg (DHW) e desequilibrio de ligacdo entre os pares de
locos utilizou-se o programa GenePop (Raymond & Rousset, 1995) considerando o
algoritmo Cadeia de Markov-MonteCarlo (MCMC). Para corrigir os intervalos de
significancia para andlises multiplas, utilizou-se a correcado sequencial de Bonferroni
(Rice, 1989).

O teste exato de Fischer (chi?) foi realizado para avaliar a significancia dos
valores de Fis. Os valores decorrentes dessa analise podem ser positivos e apontar
deficiéncia de heterozigotos na populagdo, ou negativos e apontar excesso de
heterozigotos na populacdo. Nesta andlise a hipdtese nula é considerada quando o
valor é zero, ou seja, esta em equilibrio. Os valores apresentados nesta analise sé

séo considerados significativos quando o valor de p é inferior a 0,05.
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5.7. Parentesco e estrutura genética

Os alelos identificados pertencentes aos animais amostrados podem ser
utilizados para estimar o parentesco genético através dos padrdes de identidade-
por-descendéncia. Neste caso, as andlises se baseiam nos alelos que os filhos
recebem dos pais, o que lhes tornam idénticos por descendéncia. Por outro lado, se
dois individuos n&o possuirem nenhum alelo em comum, eles ndo podem ser
categorizados como progenitor-prole (Mifio, 2010).

Para essas estimativas, atualmente séo utilizados dois diferentes métodos, o0s
“métodos de momentos”, cujos pioneiros foram Queller & Goodnight (1989), que
calculam o grau de parentesco de dois individuos com base na probabilidade de
identidade-por-descendéncia; e também os métodos de “maxima verossimilhanga”,
descrito inicialmente por Thompson (1975). Este método observa a probabilidade de
dois individuos compartilharem a mesma informacéao genética de forma a maximizar
o melhor resultado (Kalinowski & Taper, 2006).

Durante as avaliagdes de parentesco, por vezes ndo é possivel concluir com
certeza o grau de relacionamento entre dois individuos e, neste caso, 0s programas
atuais fornecem os resultados mais provaveis com base nos genétipos observados,
e este fato é explicado por serem andlises com base em inferéncias probabilisticas.
Este pressuposto foi abordado por Csilléry et. al. (2006), que avaliou 0 desempenho
de alguns estimadores de parentesco para popula¢cdes naturais e concluiu que os
estimadores de Lynch & Ritland (L&R) (1999) e Queller & Goodnight (Q&G) (1989)
foram uns dos que apresentaram o melhor desempenho. Portanto, optou-se por
utilizar estes dois estimadores de parentesco por métodos de momento obtidos a

partir do software GeneAlex (Peakall & Smouse, 2006) e também o método de
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méaxima verossimilhanca (MV) obtido com o software ML-Relate (Kalinowski & Taper,
2006). Estes métodos tem sido os mais utilizados (Mifio, 2010), e com isso é
possivel obter estimativas adequadas quanto a relagdo de parentesco entre
individuos de populac¢ées naturais (Blouin, 2003; Jones et al., 2010). Visando obter o
resultado mais plausivel, os trés estimadores (Q&G, L&R e MV) foram avaliados
para definir o resultado final da analise de parentesco, que sO foi considerada
quando os trés métodos apresentaram o mesmo resultado. Este procedimento é
parte da metodologia proposta por Mifio et al., (2010).

O coeficiente k é uma representacdo matematica que faz referéncia a
probabilidade de dois individuos compartilharem 0, 1 ou 2 alelos em seus genétipos
a partir da identidade por descendéncia (Lynch & Walsh, 1998; Blouin, 2003). Estes
valores sdo avaliados em cada loco analisado e sdo denominados de ko, k1 e ka.
Desta forma, se dois individuos ndo forem aparentados, ko sera 1, ki sera 0 e k2 sera
0. Se forem meio-irmaos, ko sera 0,5, k1 sera 0,5 e k2 sera 0. Para irmaos completos
ko sera 0,25, k1 serd 0,5 e kz sera 0,25, e por fim, se forem progenitor-prole, ko sera
0, k1 sera 1 e kz sera 0. Independente da distancia genética, o coeficiente k devera
somar 1. Neste contexto, os valores estimados de k foram divididos em quatro
classes: nédo relacionados (U), meio-irmdos (HS), irmdos completos (FS) e
progenitor-prole (PO) (Lynch & Walsh, 1998). Toda a analise foi efetuada
considerando o grau de parentesco genético par-a-par entre todos os 30 individuos
amostrados no PEFI.

Para avaliar a correlacdo entre o grau de parentesco dos individuos e a
distdncia geogréfica dos animais amostrados no PEFI, utilizou-se o software

BioEstat v.5.3 (Ayres et al., 2007) para aplicar o teste de correlagdo de Pearson (r)
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cujo nivel de significancia considerado foi 0,05. Nesta analise, foi utilizado o
resultado da avaliagdo de parentesco par-a-par juntamente com a distancia em linha
reta dos pontos (GPS) de captura de cada animal obtida através da utilizacdo do
software GPS TrackMaker® v.13.9 (Geo Studio Technology). Somado a isso, foram
efetuadas analises de variancia (ANOVA) para melhor compreenséo dos resultados
encontrados.

Para avaliagdo da estrutura populacional, efetuou-se uma analise de
agrupamento bayesiana no software Structure V.2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Foi
considerada a possibilidade de existir até trés possiveis subpopula¢des (K) dentro
da &rea de estudo. A inferéncia sobre até trés possiveis subpopula¢cdes visou avaliar
se a Avenida Miguel Estéfano, que atravessa transversalmente o PEFI, age como
barreira geogréfica significativa para impedir o deslocamento dos bugios-ruivos.

Para esta analise foram realizadas trés corridas independentes de 2.000.000
geragcbes de MCMC e 500.000 geragbes de burn-in, variando K de 1 a 3. Uma
populagdo estruturada faz referéncia & maior probabilidade dos individuos
amostrados pertencerem a apenas uma das populagcfes, enquanto que em uma
populagdo ndo estruturada, os individuos possuem probabilidades semelhantes de

pertencer a qualquer uma dessas populagdes.

5. 8. Gargalo Populacional

Para detectar gargalos hipotéticos recentes na populagdo estudada, foi
utilizado o método de excesso de heterozigosidade a partir do software Bottleneck
(Piry et al., 1999). Como exemplo, podemos dizer que em populacdes que sofreram

gargalos recentes, encontrariamos um excesso de heterozigotos em relacdo ao
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esperado sob o equilibrio mutacdo-deriva em mais de 50% dos loci analisados
(Cornuet & Luikart, 1996). Os efeitos das redugbes histéricas no tamanho das
populagBes deixam marcas genéticas que podem ser identificaveis em padrbes de
variabilidade de microssatélites (Luikart & Cournuet, 1998). Nesta premissa,
utiizamos os dados genotipicos obtidos para avaliar eventos de reducéo
populacional histérica usando diferentes modelos. O software Bottleneck foi utilizado
para avaliar se os padrdes de heterozigosidade foram compativeis com a
expectativa de equilibrio para todos os animais amostrados de forma a considerar
uma Unica populagdo. Para tanto, foi utilizado como parametro 1.000 interacdes de
cada um dos modelos de mutacdo de microssatélites avaliados pelo software, que
foram: alelos infinitos (IAM) (Kimura & Crow, 1964); mutacdo por etapas (SMM)
(Kimura & Ohta, 1978) e duas fases (TPM) (Di Rienzo et al., 1994). Seguiu-se a
recomendacgéo de Piry et al., (1999) que indica ser apropriado para marcadores
microssatélites o uso de TPM em conjunto com 95% de SMM e 5% de IAM.

Apos a primeira analise com os modelos utilizou-se o teste de sinal (Cornuet
& Luikart, 1996) e o teste de Wilcoxon do préprio Bottleneck (Piry et al., 1999) para
avaliar se os animais do PEFI apresentavam um excesso de heterozigotos frente ao

equilibrio mutacao-deriva.

6. Resultados e discusséao
6.1. Coleta de material biolégico, presséo antropica e dindmica das interacdes
entre os bugios-ruivos

Dos 30 animais amostrados, 16 (53,3%) foram capturados em decorréncia de

impactos antrépicos, sendo oito por eletroplesséo, quatro por atropelamento e quatro
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por queda em substrato pavimentado com posteriores ferimentos. Além destes, dois
animais (6,6%) foram capturados por terem sido encontrados doentes e prostrados
sem sinais de ferimentos, 11 (36,6%) por consequéncias de ferimentos decorrentes
de confrontos agonisticos intraespecificos e um (3,3%) animal capturado ativamente
por apresentar coloragdo anormal para a espécie.

No PEFI, as areas antropizadas propiciaram maior quantidade de captura de
bugios devido aos impactos provenientes das estruturas artificiais e também pela
maior circulagdo de pessoas, o0 que facilitou a visualizagdo dos animais e
comunicagao sobre as ocorréncias. Mais machos foram amostrados do que fémeas:
23 machos (76,6%) e sete fémeas (23,3%). Dos 30 individuos listados, 18 foram a
Obito ou submetidos eutanasia, 10 reabilitados e soltos e dois mantidos em cativeiro.
A maior quantidade de machos capturados pode ser decorrente das interagdes
sociais da espécie na area de amostragem, pois geralmente a razdo sexual dos
grupos de Alouatta é formada por mais fémeas do que machos (Neville et al., 1988;
Rudran & Fernandez-Duque, 2003; Miranda & Passos, 2005; Kowalewski & Garber,
2010; Di Fiore et al., 2011).

Observamos que o comportamento territorial dos machos gerou conflitos
intra-especificos provavelmente pela disputa por recursos, fato que propiciou a
captura de 11 machos para coleta de material biol6gico. Somado a isso, 0s quatro
individuos advindos de atropelamento no exterior do PEFI foram machos idosos ou
subadultos, o que pode indicar a perda ou procura de espaco fomentada pela
disputa de territorio. De forma geral, as fémeas de diferentes idades sdo mais bem
aceitas entre ambos os sexos e foram capturas no interior do PEFI em situagbes nao

relacionadas com conflitos e agressoes intra-especificas.
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Em alguns casos, os machos dominantes foram vistos acuando machos mais
jovens ou machos idosos quando em tentativa de subir nas arvores. Como
desdobramento da territorialidade, alguns machos podem sofrer maior pressao para
dispersdo externa aos limites do PEFI. Tornando-os assim, mais suscetiveis a
descargas elétricas acidentais, atropelamentos e demais impactos. Estas
ocorréncias com os machos do PEFI podem indicar o favorecimento na permanéncia
das fémeas no interior da &area preservada. Principalmente devido aos confrontos
agonisticos observados ocorrerem exclusivamente entre machos.

Para inferéncias mais consolidadas sobre a influéncia e dinamica da
dispersdo nessa populagdo de bugios, estudos especificos precisam ser
executados, pois em muitas espécies de primatas, inclusive do género Alouatta, a
estratégia de dispersdo é uma caracteristica plastica e pode ser ajustada de acordo
com os padrdes ecoldgicos, sociais e demograficos encontrados na populacdo
(Strier, 2008). Portanto, a partir da estratégia oportunista utilizada para obtencéo de
amostras bioldgicas, acredita-se que a maior taxa de encontro de machos neste
estudo foi ocasionada pelos desdobramentos da capacidade suporte da érea,
disperséo limitada no PEFI, comportamento e interacdes sociais da espécie na area
estudada.

Assim como observado em estudo anterior com relagdo aos impactos
antropicos dos bugios-ruivos do PEFI (Monticelli & Morais, 2015), as ocorréncias de
atropelamentos geraram obito/eutanasia de todos os quatro individuos amostrados
neste estudo. Geralmente, os casos de atropelamento ocasionam acidentes graves
que impedem muitas vezes a chance de tratamento, ou 0s animais vao a 6bito antes

mesmo da chegada da equipe para atendimento da ocorréncia. J4 nos casos de

30



eletroplesséo, cinco animais foram a &bito/eutanasia e trés foram reabilitados e
soltos. Quando a descarga elétrica acidental foi mais branda e em linhas de
transmissdo de menor tensdo, por vezes foi possivel manter os animais em
tratamento para posterior soltura. Porém, quando os animais foram acometidos por
descargas elétricas de alta tenséo, o Obito foi instantaneo.

As capturas decorrentes de confrontos agonisticos intraespecificos ocorreram
por todo o PEFI e foram restritas a espécimes machos. Em alguns casos 0s animais
foram capturados com puca apos serem encontrados vagando feridos pelo chéo ou
acuados por outro grupo. Nestas ocorréncias, cinco animais foram capturados,
tiveram amostras biolégicas coletadas, foram tratados e soltos novamente. Outros
seis foram a Obito durante tratamento ou submetidos & eutanasia. Por vezes, os
ferimentos de mordedura foram graves, ocasionando amputacdo de dedos, fraturas
e quadro de septicemia, principalmente quando associado & miiase. Esses conflitos
comumente foram vinculados a quedas em substrato pavimentado e fraturas de
membros, vértebras e concussdo. O maior indice de registro dessas ocorréncias se
deu nas &reas mais antropizadas do interior do PEFI, devido a pavimentacdo e
interrupcéo da conectividade arbdrea.

Além da pressao antrépica, esses animais, em especial aqueles em situagdes
de isolamento, sofrem com as consequéncias resultantes de tal isolamento. Fortes &
Bicca-Marques (2008) encontraram quatro A. g. clamitans com anomalia de
coloragédo, em um tom amarelado, mais claro, em fragmento de mata de 20 ha do
estado do Rio Grande do Sul, cujo registro foi associado a endogamia e expressao

de alelos raros. Aximoff & Vaz (2016) também registraram a ocorréncia de uma

fémea de coloragdo anormal, amarelada, no Parque Nacional do Itatiaia, Rio de
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Janeiro. Este relato foi associado a baixa densidade populacional da espécie na
area de encontro devido ao surto epizootico de febre amarela silvestre ocorrente em
1939.

A fémea de coloragdo anormal indicada na figura 5 ndo apresentou alelos
raros para os loci analisados. Na andlise de homozigosidade, esta fémea apresentou
cinco loci em homozigose, sendo que o individuo com menor nimero de loci em
homozigose apresentou trés e o maior sete loci. Este dado indica que para os loci
analisados, a homozigose ndo aparenta ter relacdo com a idéia da expresséo de
alelos raros em homozigose. Contudo, é plausivel que os alelos raros possivelmente
relacionados com essa coloragdo anormal ndo fagam parte dos loci aqui analisados.

A expressado da coloragdo andémala indicada foi agravada na fémea da foto,
porém, diferentes individuos do PEFI j& foram encontrados com a coloracdo
amarelada em diferentes partes do corpo. A alteracdo de coloragédo pode estar
associada a reprodugdo endogamica, conforme resultados de diversidade genética
apresentados abaixo.

Estes registros de coloragdes andmalas em animais selvagens séo raros
porque estes individuos tendem a ser mais suscetiveis a predagdo decorrente da
maior visibilidade (Sazima & Di-Bernardo, 1991). Apesar de ndo ser conhecida
alguma espécie com potencial de predacdo de Alouatta g. clamitans no PEFI, a
coloragdo andémala ndo aparentou impor desvantagem a esta fémea, pois durante
captura identificamos que era uma fémea adulta de idade avangcada e estava em
terco final de gestagcdo, cujo filhote nasceu aparentemente saudavel e com a
coloracdo normal da espécie. As evidéncias de que a coloragéo diferenciada nao

gerou problemas para o individuo também foram registradas em outros estudos
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(Fortes & Bicca-Marques, 2008; Aximoff & Vaz, 2016). Por fim, conforme apontado
por estudos anteriores, esta coloragdo anfOmala apresentada, de tom
amarelado/dourado, pode ser uma das consequéncias fenotipicas decorrentes da
reproducdo endogamica em Alouatta guariba clamitans, que podem variar em
diferentes regides do corpo como maos, pés, cauda a até grandes extensdes pelo

corpo do animal.

Figura 5A. Fémea de Alouatta guariba clamitans com anomalia de coloragéo. Foto:
Paulo Gil/FPZSP. Figura 5B. Fémea de Alouatta guariba clamitans com coloragao
normal para a espécie. Foto: Caué Monticell. Ambas capturadas no Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga — SP.

Em alguns casos, o isolamento de um fragmento pode néo ser considerado
barreira para dispersdo, pois ja foi relatada a movimentacdo de bugios-pretos
(Alouatta caraya) que atravessaram habitats abertos em distancias equivalentes a
1km (Chame & Olmos, 1997). Mandujano et al. (2004) também indicaram essa
movimentacdo de Alouatta palliata pelo solo entre fragmentos florestais, cujas
distancias variaram até o limite de 656 m. Contudo, essa disperséo pelo solo pode

estar limitada a paisagens fragmentadas (van Belle & Estrada, 2007). No caso do
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PEFI, o fragmento preservado mais proximo esté localizado a 20 km de distancia,
fato que torna o deslocamento pelo solo improvavel. Ndo s6 pela distancia mas
também pelos riscos iminentes do ambiente urbano.

Mesmo em ambiente fragmentado, Rodriguez-Toledo et al. (2003) indicaram
que a limitagdo da dispersdo ndo estad relacionada com a capacidade de
deslocamento pelo solo, mas sim pelo aumento na mortalidade quando a dispersao
ocorre em campos agricolas abertos e pastagens. Em meio ao ambiente urbano,
esse aumento da mortalidade é, possivelmente, ainda mais significativo.

Apesar dos bugios-ruivos do PEFI serem vistos se deslocando pelo solo e
estruturas artificiais, o isolamento populacional do PEFI impede a dispersdo natural
e restringe o fluxo génico com outras populacdes, pois estes deslocamentos
dificilmente tem sucesso. Este fator aumenta a probabilidade de reprodugbes
consanguineas e a chance de expressdo de alelos raros em homozigose (van
Vuren, 1998; Fortes & Bicca-Marques, 2008). Em tentativas de dispersao na
paisagem altamente antropizada da cidade de S&o Paulo, os animais do PEFI
acabam indo a 6bito por atropelamento, eletroplessé@o e ataque por caes domeésticos

(Monticelli & Morais, 2015).

6.2. Sucesso de amplificacdo e genotipagem dos locos heterélogos de
microssatélite

Todos os 10 loci heter6logos analisados demonstraram-se polimérficos para a
espécie com sucesso de genotipagem em pelo menos 80% das amostras, sendo
gue sete deles (Ab4, Ab7, Ab17, Acl7, Ac45, Apild e DS5S117) foram amplificados

e genotipados em 100% dos individuos de Alouatta. g. clamitans amostrados. Um

34



loco (Ab6) em 90% dos individuos, um (Ab9) em 83,3% e um (Ab12) em 80% dos
individuos amostrados. No geral, 95% das amostras foram amplificadas e
genotipadas, fato este que valida o uso destes loci heterélogos para a espécie
Alouatta guariba clamitans.

Mourthe et al. (2018) utilizaram oito loci para amplificar amostras de DNA
extraida das fezes de 111 individuos de A. caraya e A. g. clamitans para avaliar a
ocorréncia de hibridacdo entre as espécies em diferentes regides de simpatria no
Rio Grande do Sul, Brasil. Para as amostras de fezes, o loco Acl7 ndo se mostrou
eficiente, ao contrario do 100% de amplificagdo em amostras de sangue observado
neste estudo. Dois loci utilizados com sucesso por Mourthe et al. (2018) também
foram utilizados para as amostras de sangue, sendo eles Ab7 e Abl7, ambos
eficientes para amostras de fezes e sangue de A. g. clamitans.

Em um estudo conduzido por Ruiz Garcia et al. (2007) foram avaliadas quatro
espécies de Alouatta (A. caraya, A. palliata, A. seniculus e A. macconnelli) com os
mesmos nove loci de microssatélites. Nesta avaliagdo, D5S117 foi o microssatélite
heter6logo que apresentou maior diversidade para Alouatta seniculus com base na
riqueza alélica (Ra) e heterozigosidade esperada (He). Em comparag&o com os A. g.
clamitans avaliados neste estudo, o D5S117, foi o loco que apresentou menor
diversidade genética (Na=2; RA=0,041; He=0,033). J&4 Ac45, foi o que apresentou
maior quantidade de alelos (Na=10; RA=0,204) para os A. g. clamitans e a maior He
(0,811). Desta forma, podemos observar que os distintos loci apresentam diferentes
valores de diversidade genética em cada uma das espécies de Alouatta amostradas,
indicando que ndo existem microssatélites especificos que contribuam igualmente

para avaliacdo da diversidade genética das distintas espécies do género.
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A analise realizada no software Micro-Checker indicou a presencga de alelos
nulos nos loci Ab6, Ab9, Abl7 e Apild (Tabela 3). Assim como presenca de
sttutering em Ab6, Ab9 e Api 14. N&o foi encontrado presenca de dropout em
nenhum dos loci. A ocorréncia de alelos nulos pode estar relacionada a capacidade
dos primers utilizados em amplificar alguns loci que apresentem pontos de mutac¢éo

em um ou mais sitios de anelamento (Dakin & Avise, 2004).

6.3. Analise da diversidade genética

Na populacéo de bugios-ruivos do PEFI, foi encontrado um total de 49 alelos
em 10 loci polimdrficos. O numero de alelos por loco variou de no minimo dois (Ab12
e D5S117) e no maximo 10 (Ac45), sendo que a média dos loci foi de 4,9 alelos com
2,95 de numero efetivo de alelos (Tabela 3). O loco D5S117 ja foi utilizado para
andlise genética de outras espécies de Alouatta e também apresentou um ndmero
baixo de alelos na maioria delas, sendo trés alelos em uma andalise de 10 individuos
de A. pigra e dois alelos em 29 individuos de A. palliata (Winkler et al., 2004).

No PEFI foram observados seis alelos em ambos Ab7 e Ab17. J& Mourthe et
al. (2018) em seu estudo com fezes de A. g. clamitans, Ab7 apresentou trés alelos e
Abl7 12 alelos. Os tamanhos e frequéncias alélicas encontradas no PEFI séo
apresentados no final (Anexo 1).

As heterozigosidades observadas e esperadas médias foram 0,49 e 0,58,
respectivamente, e variaram de 0,033 (D5S117) a 0,767 (Ab7) e 0,33 (D5S117) a
0,811 (Ac45). Foi observado desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg nos loci Ab6
(p=0,0003) e Ab9 (p=0,0000). Assim como também foi observado desequilibrio de

ligagdo entre os loci Ab6 e Apil4 (p=0,001), mostrando que a frequéncia observada
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da combinag@o entre os alelos no par de locos indicado ndo é semelhante a
frequéncia esperada. Ambas as analises consideraram a corregdo sequencial de
Bonferroni (0.005<a<0.05).

Quanto aos desvios encontrados, ndo acredita-se que seja decorrente do
efeito de Wahlund, que faz referéncia ao excesso de homozigotos causados pela
sobreposicdo de populagfes. Essa hipotese foi refutada devido ao fato da andlise
bayesiana efetuada ter apontado apenas uma populagdo na area de estudo (Figura
8). Além dos valores de Fis mostrarem sinal de endocruzamento, os loci com déficit
significativo de heterozigotos podem estar relacionados com alelos nulos, conforme
resultado da andlise no Micro-Checker.

Para os loci analisados foi encontrado déficit significativo de heterozigotos em
Ab9 (p=0,0000). J& o teste global para avaliagdo do déficit de heterozigosidade na
populacdo do PEFI, considerando todos os loci conjuntamente, o resultado foi
significativo (U Mann Whitney = 0,0000). N&o foram encontrados loci com excesso
de heterozigotos. O coeficiente de endogamia (Fis) médio foi de 0,16, sugerindo que
existe algum grau de endogamia e déficit de heterozigotos nos loci analisados
conjuntamente. Esta informag&o corrobora o resultado do teste exato de Fischer
(chi?) efetuado no Genepop para andlise de Fis, que indicou alta probabilidade de
endocruzamento entre os individuos amostrados, cujos resultados indicaram cinco
loci com endocruzamento néo significativo e dois muito significativos (Ab6 Fis =
0,4770; Ab9 Fis = 0,4518). Cabe ressaltar, especialmente em se tratando de um
estudo com uma populagéo insular, que os loci Ab17, Ac45 e Apil4d apresentaram

valores elevados de Fis mesmo que ndo foram valores significativamente maiores
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que zero apos correcdo de Bonferroni. As estimativas de Fis variaram de -0,2174 a

0,4770 (Tabela 2).

Tabela 2. Medidas da diversidade genética do bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP a partir da avaliagdo de 10 loci de
microssatélites em 30 individuos.

Loco N Na RA AE H, He DHW pL pS Fis
Ab 4 30 4 4,000 2,497 0,567 0,599 0,6443 0,2240 0,7995 0,0716
Ab 6 27 6 5830 1,931 0,259 0,482 0,0003* 0,0116 0,9884 0,477*+
Ab 7 30 6 5,533 3,383 0,767 0,704 0,4594 0,5008 0,5050 -0,0715
Ab 9 25 6 5,920 2,759 0,360 0,638 0,0000* 0,0000* 1,0000 0,4518*+
Ab 12 23 2 2,000 1,967 0,609 0,491 10,4050 0,9307 0,2713 -0,2174
Ab 17 30 6 6,000 5,172 0,633 0,807 0,1389 0,0128 0,9876 0,231+
Acl7 30 3 2,949 1,948 0,467 0,487 0,7254 0,4142 0,6991 0,0580
Ac45 30 10 9,285 5,279 0,700 0,811 0,0576 0,1845 0,8179 0,1530
Apil14 30 4 4,000 3,564 0,533 0,719 0,0422 0,0277 0,9729 0,2744+
D5S117 30 2 1,767 1,034 0,033 0,033 10,9260 Noinf Noinf Noinf
Total: 49
Média - 490 4,73 2,95 0,49 0,58 0,34 - - 0,16

N = tamando amostral; Na = nimero de alelos; RA = riqueza alélica; AE = numero efetivo de
alelos; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; DHW = desvio
no equilibrio de Hardy-Weinberg (0.005<a<0.05 ap6s corregdo sequencial de Bonferroni); pL
= valor de p para déficit de heterozigotos; pS = valor de p para excesso de heterozigotos; Fis
= coeficiente de endocruzamento; (*) valores significativos; (+) presenca de alelos nulos.

Apos avaliagdo no Micro-Checker, os loci com alelos nulos e desequilibrio de
ligagéo foram retirados e uma nova andlise da diversidade genética foi efetuada. Os
loci retirados foram Ab6, Ab9, Ab17 e Apil4 e, apés avaliacdo dos 6 loci restantes,
nado foi encontrada diferenca significativa entre Ho e He, ou seja, o valor de Fis foi
proximo de zero. Nesta abordagem, a populacdo de bugios-ruivos do PEFI nédo é
endocruzada. Contudo, tal resultado ndo deve minimizar a atencdo que deve ser
voltada a esta populacédo, pois além de estar isolada e restrita a uma pequena area,

mesmo considerando a exclusdo dos quatro loci, o resultado da andlise de
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parentesco revelou muitas relagbes proximas entre os individuos amostrados,
indicando que em um futuro préximo a populacdo de bugios-ruivos do PEFI se
tornard endocruzada.

Quatro estudos foram realizados com populagdes insulares de Alouatta. Uma
delas (Alouatta palliata) foi isolada desde 1914 na ilha de Barro Colorado, Panama.
Milton et al. (2009) avaliaram neste trabalho, 13 loci de microssatélites em 50
animais adultos de uma populacdo estimada em 1.200 individuos. Nesta andlise
foram utilizados cinco loci em comum com a populacdo do PEFI que, dentre eles,
apresentaram variages nos valores de diversidade genética entre os dois grupos de
bugios amostrados. Em Barro Colorado a média dos alelos em todos os loci foi de
4.9, com Ho média de 0,584 e o Fis médio de 0,034. Nao foram encontrados desvios
significativos no equilibrio de Hardy-Weinberg em 10 dos 13 loci analisados. Apesar
do isolamento populacional, o estudo de Milton et al. (2009) apresentou um dos
maiores valores de diversidade genética para Alouatta até entdo. Desta forma, 0s
autores concluiram que apesar do isolamento populacional, os A. palliata de Barro
Colorado possuem uma diversidade genética relativamente alta seja pela auséncia
de gargalo populacional passivel de deteccdo pela metodologia utilizada, ou pela
quantidade de fundadores durante o isolamento, pois 20 anos apds a criagdo do
canal do Panama e isolamento da parte da populagéo, foi constatada a presenca de
pelo menos 500 animais na ilha (Carpenter, 1934 apud Milton et al. 2009). Numero
aparentemente suficiente para a manutencdo da diversidade genética até o
momento da analise.

Um estudo adicional revelou altos valores de diversidade genética em

populagdo isolada de A. belzebul da ilha de Germoplasma, Tucurui — Pard
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(Goncalves et al., 2004). A populacdo foi formada em 1985 por 30 individuos
capturados em margens opostas do rio Tocantins. Todos os loci avaliados foram
altamente polimoérficos, variando entre 9 a 20 alelos por loco, com média de 13,3. A
heterogozidade observada e esperada média foi de 0,736 e 0,858, respectivamente.
Posteriormente, Bastos et al. (2010) utilizaram 15 loci microssatélites em 40
individuos de A. belzebul para avaliar cinco popula¢des isoladas em ilhas que foram
geradas na década de 1980 a partir da implementacé@o do reservatério hidrelétrico
de Tucurui, Pard — Brasil. Uma das ilhas € a Germoplasma, também estudada por
Gongalves et al. (2004). No geral, os autores constataram que as populacdes
isoladas de A. belzebul nestas ilhas fluviais apresentaram relativa ampla
variabilidade genética, com poucas evidéncias de gargalos populacionais ou perda
de variabilidade em comparagdo com as populagdes originais antes da inundagao.
Para estas populagbes recentemente isoladas, as mudangas observadas foram
limitadas a mudancas na composicao alélica, associada & mistura de subpopulacdes
durante as inundagdes (Bastos et al., 2010).

Winkler et al. (2004) estudaram 29 bugios (Alouatta palliata) habitantes da ilha
fluvial de Ometepe, Nicardgua. Esta quantidade de animais foi muito proxima da
populacgéo total da ilha durante o estudo. A estimativa de isolamento da ilha é de 10
mil anos e o uso de 13 loci microssatélite na avaliacdo de trés grupos de bugios foi
comparada com 10 individuos de A. pigra habitantes da regido de Scotland Half
Moon, uma populacdo continental de Belize. Em ambos cenarios, os bugios
habitavam fragmentos de vegetacdo em meio a uma paisagem agricola e com
intensa perda da cobertura vegetal. O estudo revelou heterozigosidade média de

0,16 para A. palliata de Ometepe e 0,43 para A. pigra de Belize. Como a obtencgé&o
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de amostras de Ometepe ocorreu em duas etapas (1998 e 2000), os pesquisadores
observaram que ocorreram mudangas na frequéncia de alelos entre os diferentes
grupos de Ometepe, associados a emigracado e imigracdo dos individuos no interior
da ilha. Os autores indicaram que existe variabilidade geogréfica entre as espécies
de Alouatta estudadas, pois os A. pigra de Belize apresentaram 12 alelos que
estavam ausentes na populacdo de A. palliata de Ometepe que, por sua vez,
apresentou cinco alelos adicionais ndo expressados na populacdo da Nicaragua.
Estas variacdes alélicas também ocorreram entre os diferentes grupos de cada area
amostrada.

Em um dnico estudo realizado com microssatélites para avaliagdo da
diversidade genética de Alouatta guariba, Machado & Bonatto (2011) utilizaram oito
loci microssatélites para avaliagdo da diversidade genética de 132 bugios de 18
localidades diferentes dentro de seis estados brasileiros (Espirito Santo, Minas
Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Dezoito
espécimes integrados a esse estudo tiveram como origem a Serra da Cantareira
(SP), area com vegetacdo continua e preservada mais préxima do PEFI. Nesta
avaliacao, trés dos oito loci foram os mesmos utilizados neste estudo. Para Ab7, os
autores encontraram 11 alelos com Ho0=0,397 e He=0,631. Para Ab 17 foram 17
alelos com Ho=0,454 e He=0,587 e para Acl7 foram identificados seis alelos com
Ho=0,261 e He=0,587. No geral, com todos os animais amostrados ao longo dos
estados, os oito loci foram altamente polimorficos com média de 12,62 alelos por
loco. A Ho média foi de 0,339 e He de 0,527. Machado & Bonatto (2011)
encontraram maior quantidade de alelos nestes trés loci do que no PEFI, em

contrapartida, os valores de heterozigosidade observada e esperada foram maiores
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no PEFI. Contudo, apesar dessa diferenca de valores, ndo foram revelados desvios
significativos no equilibrio de Hardy-Weinberg entre os loci analisados no estudo de
Machado & Bonatto (2011), ao contrario do que foi observado para o PEFI, inclusive
no loco Ab7.

Pesquisas foram realizadas com bugios de &reas muito menores do que o
encontrado no PEFI, como ocorrido no estudo preliminar de Del Valle et al. (2005),
que avaliaram a diversidade genética de Alouatta pigra no México. Foram utilizadas
amostras de fezes para amplificar um loco microssatélite em uma populacdo de
bugios de habitat continuo e preservado (331.200 ha) e fragmentos ao redor, que
continham 1.700, 1.400, 20 e 1 ha. Nesta ocasido, o valor médio de heterozigose
obtida para cada uma das popula¢des de bugios estudados foi alta em comparagéo
a outros estudos com essa espécie em habitats fragmentados. N&o foram
encontrados desvios significativos entre os grupos das diferentes areas e 0s
coeficientes de endogamia foram negativos. A concluséo dos autores foi de que n&o
existe isolamento reprodutivo entre os diferentes fragmentos e que apesar do maior
fragmentagdo no entorno do habitat continuo, existe fluxo de individuos entre as
areas amostradas. Nesta ocasido, as parcelas agricolas arborizadas funcionam
como corredores para que os animais se desloquem. Desta forma, com existéncia
de fluxo génico € possivel que a espécie se mantenha viavel mesmo quando em
fragmentos de mata restritos a um ha.

Embora comparag6es de diversidade entre diferentes areas e espécies terem
a necessidade de serem interpretados com cautela devido as diferengas especificas
relativas aos loci, as espécies e suas histérias de vida, ao uso dos metodos e aos

padrdes comportamentais (Milton et al., 2009), dados sobre diversidade genética a
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partir de técnicas de microssatélite em populagbes selvagens de primatas no Novo
Mundo séo raras e limitadas, tornando dificil a obtencéo de referéncias para analise
comparativa (Winkler et al., 2004; Charpentier et al., 2007).

Os estudos com populagbes insulares de Alouatta desenvolvidos por
Goncalves et al. (2004), Bastos et al. (2010) e Milton et al. (2009) apresentaram
diversidade genética superior aos bugios-ruivos do PEFI. Apenas os A. palliata da
ilha de Ometepe, Nicaragua, apresentaram valores inferiores. Contudo, o isolamento
populacional estimado em 10 mil anos e o pequeno tamanho da populagcéo
(aproximadamente 29 individuos) possivelmente contribuiu para os baixos valores
encontrados a partir do efeito fundador e deriva genética, tornando essa populacdo
de Ometepe ainda mais suscetivel as consequéncias da depressdo endogamica e
extingao local (Winkler et al., 2004).

Apesar dos valores encontrados no PEFI serem inferiores a trés dos quatro
estudos apresentados que abordaram a diversidade genética de populacbes
insulares por meio de microssatélites, os A. g. clamitans do PEFI revelaram niveis
moderados de diversidade quando comparado com outras populagdes continentais
de Alouatta da América Central (Mandujano & Escobedo-Morales, 2008; Ruiz-Garcia
et al, 2007). As populacbes deste género tendem a revelar baixa diversidade
genética nesta regido (James et al.,, 1997; Ellsworth, 2000; Zaldivar et al., 2003;
Winkler et al., 2004; del Valle et al., 2005; Belle & Estrada, 2007; Pavelka et al.,
2007). As hipoteses para a baixa diversidade genética relatada em grupos de bugios
desta localidade é relacionada com a histdria de colonizacéo e expansdo humana na
América Central (Malmgren & Bush, 1978; Dunn et al., 2014, Ellsworth & Hoelzer,

2006), além da possivel relacdo de populagbes impactadas por desastres
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ambientais como furacdes e epidemias de febre amarela (Baldwin, 1976; Collias &
Southwick, 1952; Crockett, 1998, James, 1992; Ruiz-Garcia et al., 2007). Ja para as
espécies de Alouatta da América do Sul, a diversidade genética parece ser muito
alta quando empregado o uso de isoenzimas e microssatélites (Ruiz-Garcia et al.,
2007), inclusive quando comparado com espécies de outros géneros de primatas
neotropicais, como Cebus, Saimiri, Aotus e Ateles (Ruiz-Garcia, 2005).

Os resultados dos estudos citados em conjunto com os valores de diversidade
genética obtidos para os bugios-ruivos do PEFI indicam que as populacdes
fundadoras podem ter sido geradas a partir da combinagdo de uma grande
populagdo com alta diversidade genética. Portanto, os valores moderados obtidos
para a populagdo insular do PEFI podem ser decorrentes de uma condi¢céo
ancestral. Com isso, o fato de n&o ter sido encontrada baixa diversidade genética
para os Alouatta g. clamitans do PEFI ndo eleva essa populagdo para um nivel de
despreocupacéao.

Parte das diferencas na variabilidade genética e medidas de heterozigosidade
das espécies de Alouatta podem estar relacionadas ndo s6 as diferencas
comportamentais observadas e entre as diferentes populagbes como também as
caracteristicas da paisagem das &reas estudadas. Assim como observado em A.
seniculus (Pope, 1992) e A. palliata (Sussman, 2000), os grupos de A. g. clamitans
do PEFI foram caracterizados como haréns liderados por um macho dominante que
busca centralizar o acesso reprodutivo junto as fémeas do grupo, realizando a maior
parte das copulas de forma a se tornar o principal macho reprodutor. J4 para os
grupos de A. palliata de Ometepe, Nicaragua, Winkler et al. (2004) observaram

multiplos machos copulando nos diferentes grupos, fato que pode contribuir para a
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maior variabilidade genética do grupo e populacdo. Pope (1992) divulgou que ambos
0s sexos de A. seniculus podem permanecer no grupo natal baseado na estrutura
nuclear de parentesco. Ja Glander (1992), observou que ambos o0s sexos de A.
palliata se dispersam. Contudo, Ellsworth & Hoelzer (1998) e Malmgren & Brush
(1978) relataram que alguns locais de maior fragmentacdo ou isolamento podem
favorecer que ambos os sexos de A. palliata se juntem ao mesmo grupo de origem
devido as menores chances de dispersdo. Através disso, compreende-se que a
dindmica comportamental relacionada com o tipo de habitat pode influenciar a
diversidade genética das populacbes de Alouatta, ndo gerando um padrdo
especifico para populagbes de é&reas preservadas, fragmentadas e tampouco
padrbes espécie especificos. Além disso, Schneider et al. (1991) sugerem que 0s
habitos alimentares diversificados, alta fecundidade e a capacidade de transpor
barreiras ecoldgicas podem estar relacionados com a heterozigosidade encontrada
no género.

Populagbes pequenas podem apresentar reducdo na diversidade genética
causada pelo efeito fundador, que sdo agravados pela flutuagdo alélica aleatéria
gerada pela deriva genética, ocasionando a possivel perda de alelos decorrente da
menor reserva genética (Spiess, 1989). Como consequéncia, diferencas
significativas podem ocorrer nas frequéncias alélicas das populac¢des isoladas, ao
contrario da menor possibilidade quando em popula¢des maiores e com fluxo génico
(Klug & Cummings, 2000). A uniformidade alélica e maior homozigosidade das
populacdes isoladas refletem na diminuigéo do vigor reprodutivo, fithess adaptativo,

condicionamento fisico, introduz doencas genéticas e torna a populacdo mais
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vulneravel as pressdes ambientais (Klug & Cummings, 2000; O'Brien, 1994,

Frankham et al., 2008).

6.4. Parentesco e estrutura genética

Os 30 animais amostrados propiciaram 435 avaliagbes de parentesco par-a-
par (Anexo 2), sendo que a classe de parentesco foi definida em 402 avaliagdes
(92,4%). Destas, 348 (86,5%) apresentaram resultado de n&o relacionado, 36
(8,95%) foram meio-irméos, 11 (2,75%) irméos completos e sete (1,75%) progenitor-
prole. Esta andlise corrobora os resultados do coeficiente de endogamia obtidos
neste estudo, pois os 30 individuos foram amostrados aleatoriamente e de diferentes
grupos e regides do PEFI, mesmo assim foram encontradas sete relagbes de
progenitor-prole e 11 relagdes de irmaos completos entre eles.

Os valores de distancia geografica (em metros) variaram em valores maximos
e minimos dentro das classes de relacdo de parentesco (U Max: 3916, Min: 82; HS
Max: 3856, Min: 167; FS Max: 1983, Min: 148; PO Max: 1596, Min: 171; sendo U =
unrelated; HS = halfsibs; FS = fullsibs; PO = parent-offspring) e a analise de
correlacdo de Pearson resultou em uma relacéo linear negativa (r = -0,1472). Logo,
quanto menor a distancia geogréfica entre dois individuos, maior a relagdo de
parentesco entre 0os mesmos. Apesar de significativo (p = 0,003), o coeficiente de
correlagdo foi nulo (R? = 0,0217). Na andlise de variancia (ANOVA) foi encontrada
diferenca significativa (F = 3,97; p = 0,008) quando avaliado todos os individuos
amostrados para-a-par, e 0 pos-teste de Tukey revelou que a significAncia ocorreu
entre as relacdes U e PO. Indicando que existe menor distancia geogréfica na

relagdo progenitor-prole quando comparado com a distancia geogréafica dos
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individuos n&o relacionados. Todos os valores foram transformados em In para
normalizacéo dos dados.

Na analise par-a-par das fémeas isoladamente (In), observamos correlagdo
linear negativa ndo significativa (r = -0,0628; r2 = 0,0039, p = 0,81) e a ANOVA néo
indicou diferenga significativa entre as classes de parentesco e a distancia
geogréfica (F = 0,1663; p = 0,6914). J& para os machos entre eles (In), a correlacéo
linear negativa foi significativa com valor nulo de coeficiente de correlagéo (r = -
0,2363; R? = 0,0558; p = 0,0003). Assim como na analise geral de todos os
individuos, a ANOVA apresentou diferenga significativa para os machos (F = 4,79; p
= 0,003), e o pos-teste de Tukey indicou que a significAncia ocorreu entre as
relagbes U e PO, apontando que existe menor distancia geografica na relacdo
progenitor-prole quando comparado com a distancia geografica dos individuos ndo
relacionados. Devido a alta significancia encontrada na avaliacio dos machos,
talvez a significAncia das analises de todos os individuos em conjunto tenha sido
influenciada pela maior quantidade de machos amostrados (23:7). Observa-se
nesses resultados que a proximidade geogréfica dos machos adultos aparentados
foi mais significativa do que a proximidade das fémeas adultas aparentadas. Essa
diferencga pode ter ocorrido devido ao menor nimero de fémeas amostradas.

Individuos que vivem isolados em um determinado fragmento séo privados de
avaliar as condi¢des de outras areas e, assim, podem permanecer em seus grupos
natais (Fortes & Bicca-Marques, 2008). Possivelmente, devido ao isolamento
populacional alguns machos mantiveram maior proximidade do local de origem

devido ao ambiente restrito e diminuigdo da chance de dispersdo. Talvez os machos
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adultos dominantes sejam mais complacentes/tolerantes em dividir territério com
filhos adultos do que com outros machos menos aparentados.

Milton et al. (2009), relataram que alguns grupos de A. palliata da ilha de
Barro Colorado, Panama, apresentaram niveis de parentesco mais acentuados entre
machos adultos do que fémeas adultas mesmo observando a dispersdo mais
acentuada de machos do que fémeas entre os grupos da area estudada. Por outro
lado, pudemos avaliar que a tentativa de dispersdo de individuos para fora dos
limites da Unidade de Conservacéo é basicamente restrita aos machos, que acabam
sofrendo algum tipo de impacto antropico.

Diante disso, pode-se supor duas situagbes: 1) Machos que evitam a
dispersdo e ficam proximos do grupo natal, favorecendo assim a relagdo de
parentesco (progenitor-prole) encontrada entre machos adultos de areas proximas;
2) Machos que dispersam para fora dos limites da Unidade de Conservagao e
sofrem, geralmente, impactos de origem antropogénica. O que esta relacionado com
os recorrentes atendimentos de individuos machos em area urbana. Este padréo de
dispersdo dos machos para fora do PEFI esta préximo do modelo de frustracdo
apontado por Lidicker (1975), que faz referéncia aos individuos que procuraram
territérios de forma mal sucedida. A dispersao frustrada geralmente ocorre quando
nao existe area suficiente para abrigar o dispersor, quando o local de dispersdo ndo
possui individuos do sexo oposto ou quando existem barreiras que impedem o éxito
da disperséo. Desta forma, sugere-se que a escolha de disperséo dos machos de
Alouatta g. clamitans para fora dos limites do PEFI &, geralmente, frustrada devido a

limitacdo de habitat capaz de fornecer recursos para a espécie.
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Para A. g. clamitans, uma pequena area de vida dos grupos sédo relatadas em
diferentes estudos, que variam de 4 a 41 ha, geralmente o mais comum séo areas
pequenas de 4 a 8 ha (Aguiar et al., 2003; Steinmetz 2005; Cunha & Jalles-Filho
2007). No PEFI, dois grupos de areas distintas foram acompanhados durante doze
meses consecutivos e o resultado de suas areas de vida foi estimado em 3,5 e 5,6
ha (Benedicto et al., 2015). Sendo o grupo de maior &rea habitante da zona de maior
preservacdo e conectividade do PEFI, deixando-os assim, na faixa das menores
areas de vida relatadas para a espécie. Desta forma, é possivel que o menor
tamanho das areas de vida se dé pela suposta alta densidade populacional sugerida
para a area de estudo, que pode acarretar na maior possibilidade de interacéo entre
animais de grupos distintos e maior tolerancia entre alguns animais adultos, assim
como sugerido apos andlise entre os primatas amostrados.

Alguns autores relatam comportamento agonistico entre fémeas de bugios
(Jones, 1980; Pope, 1992, 1996; Clarke & Glander, 2004), porém, no PEFI n&o foi
registrado conflito entre fémeas. Pelo contrario, a relacao parece ser amistosa e, por
vezes, j& foram observadas fémeas e filhotes participando de atividades diarias em
grupos adjacentes (Monticelli, C. dados n&do publicados). Esta relagdo amigavel
entre fémeas de grupos distintos também foi observada por Milton et al., (2009) para
A. palliata. Desta forma, sugere-se que no PEFI a disperséo entre os grupos de A. g.
clamitans seja maior entre fémeas do que entre machos, assim como relatado em
outras espécies do género (Zucker & Clarke, 1998; Clarke & Glander, 2004, Winkler
et al., 2004). Essa inferéncia esta relacionada também com a maior aceitabilidade
das fémeas entre os diferentes grupos, o que néo € visto para os machos da area de

estudo. A grande maioria das capturas de bugios do PEFI esta relacionada com
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machos feridos apos conflitos intra-especificos e também devido a disperséo para
fora da Unidade. Oklander et al. (2010) mostraram que em habitat continuo, tanto
machos quanto fémeas de A. caraya migram. Entretanto, em habitats fragmentados
a disperséo dos sexos é diferenciada. Nestas areas, os machos dispersam mais que
as fémeas.

A avaliagdo do sistema social e comportamentos de disperséo e
acasalamento sdo importantes para a andlise da estrutura genética de uma
populagdo, pois sdo responsaveis pela determinagcdo da distribuicdo da variacdo
genética na populagéo (Storz, 1999; Sugg et al., 1996). Portanto, estudos genéticos
mais especificos para avaliagdo de parentesco poderdo ser empregados com 0S
bugios-ruivos do PEFI para melhor compreensdo dos padrbes de dispersao e
estratégias reprodutivas. Até porque, existem relativamente poucos estudos com
primatas selvagens que investigam padrdes de disperséo e parentesco em primatas
nao-humanos (Van Belle et al., 2012).

Quanto a capacidade de dispersdo da espécie, poucas informacfes s&o
relatadas sobre Alouatta g. clamitans em paisagens nao florestadas (Fortes & Bicca-
Marques, 2008), contudo, Jones (1999) cita que o isolamento populacional
compromete a dispersdo e provavelmente aumenta a probabilidade dos individuos
permanecerem dentro do grupo natal, a ndo ser que as condi¢des fora do grupo
oferegam maiores chances de sobrevivéncia e sucesso reprodutivo. O mesmo autor
sugere que a dispersdao em paisagens fragmentadas pode ser influenciada pela
saturacdo do habitat. Aximoff & Vaz (2016), relataram o deslocamento terrestre

superior a 2 km efetuado por um macho adulto de A. g. clamitans em uma estrada

de terra no interior do Parque Nacional do ltatiaia - RJ. No PEFI, ndo é incomum o
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atendimento de ocorréncias e captura de bugios-ruivos que dispersaram para a
cidade. Nestas ocorréncias, a maior distancia de dispersao constatada foi de 842
metros do limite da Unidade de Conservagdo. Nestas ocasifes, o deslocamento é
curto devido a utilizagdo de estruturas artificiais e posterior acometimento por
impacto antrépico, geralmente associado a eletroplesséo e atropelamento.

Apesar de ter sido detectado este padréo de relagcido negativa entre distancia
geogréfica e relacdo de parentesco, sugere-se que mesmo com potenciais barreiras
fisicas no interior da Unidade, existe fluxo génico entre os individuos estudados, ja
que a analise bayesiana realizada por meio do Structure apontou a existéncia de
uma Unica populacdo genética no PEFI (Figura 6). As inferéncias de k=2 e k=3
(Figura 7) indicaram que todos os individuos amostrados apresentam a mesma
chance de pertencer a qualquer uma das populagdes. Entretanto, os resultados
obtidos neste estudo mostraram que apesar da existéncia de fluxo génico entre os
individuos amostrados, a populacdo de bugios do PEFI apresentou média
consideravel de coeficiente de endogamia e diversidade genética inferior a outras
populagBes isoladas. Além disso, o isolamento populacional e a possivel saturacao
do habitat fazem com que os conflitos entre machos sejam potencializados e que
individuos dispersem para a cidade e sejam acometidos pelos impactos antrépicos,

inviabilizando assim, a disperséo.
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Figura 6. Gréfico gerado pelo Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012) indicando
a maior probabilidade de existir apenas uma populacéo de Alouatta g. clamitans no
PEFI a partir do método de Evanno (2005). O grafico avalia a maior probabilidade e
o desvio padréo dentre as trés populagdes putativas.
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Figura 7. Grafico de barras obtido pelo Structure com K = 1, 2 e 3. Representando a
populacao nao estruturada de Alouatta g. clamitans do PEFI.

Desta forma, sugere-se que existe movimenta¢do dos animais por toda a area
do PEFI. Apesar de a disperséo local ocorrer, a area passivel de ocupacdo pelos
primatas € restrita aos limites da Unidade de Conservacdo. Esta informacéo
demonstra que a avenida que divide o Parque Estadual ndo age como barreira
geografica, pois apesar de muitos animais serem atropelados durante a travessia
(Monticelli & Morais, 2015), existe movimentacdo minima suficiente para que o fluxo

génico entre todas as areas do PEFI seja eficiente. Ndo tendo sido detectada

estruturacdo populacional.
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Além da possibilidade de dispersdo de individuos pelas areas internas do
PEFI, mesmo que seja por deslocamento terrestre entre as areas mais antropizadas,
a recente instalagéo de pontes suspensas para deslocamento seguro dos bugios em
areas de interrupcdo da conectividade arbérea (Figura 9) favorece ainda mais a
travessia dos animais e a promoc¢ao do fluxo génico na area de estudo, além de

minimizar os impactos antrépicos que removem espécimes do PEFI.

WALTERO werensm o

interior do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga. Foto: Caué Monticelli.

6.5. Gargalo Populacional
As andlises efetuadas no Bottleneck nao indicaram evidéncias de uma
reducdo populacional recente entre os bugios-ruivos do PEFI. Para o modelo 1AM, a

propor¢cdo de loci com heterozigosidade maior que o esperado (Ho > He; padréo
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previsto para populacdes que sofreram gargalo) foi de oito dos 10 loci analisados,
porém apenas dois loci apresentaram valores significativos (Api 14 e Ab 17). Para
TPM, cinco loci apresentaram Ho > He, porém apenas trés foram significativos (Ab
6, Ab 17 e Api 17). Para SMM, cinco loci apresentaram valores de Ho > He, com trés
loci significativos (Ab 6, Ab 17 e Api 17). Nesta andlise, a quantidade esperada de
loci com excesso significativo de heterozigosidade para inferéncia de desequilibrio
mutacéo-deriva era de 5,44, 5,66 e 5,65, respectivamente. Os testes de sinal e
Wilcoxon (Tabela 3) ndo revelaram nenhum desvio significativo na distribuicdo da
frequéncia alélica esperada para populagbes em equilibrio (p<0,05), o que
impossibilita afirmar a existéncia de gargalo recente por falta evidéncias a partir da
utilizagéo desses métodos. O tamanho amostral aqui avaliado pode ter sido limitado
para detectar eventuais reducdes populacionais na area de estudo. Ou entdo, o
eventual gargalo pode ter gerado uma perda modesta de heterozigosidade, fato que
pode ocorrer mesmo apds gargalos drasticos, assim como inferido por Amos &
Harwood (1998). Portanto, estes resultados sugerem que ndo existiu declinio
populacional recente, mas ndo rechacam a possibilidade de gargalo histérico

capazes de deteccdo por outros métodos.

Tabela 3. Valores de p encontrados para o teste de sinal e Wilcoxon frente aos diferentes
modelos utilizados para avaliar a probabilidade de eventos recentres de declinio populacional
para a os Alouatta g. clamitans estudados. Valores calculados usando o software Bottleneck

(Piry et al ., 1999).

Modelo de alelos infinitos Modelo duas fases Mutac¢éo por etapas
(IAM) (TPM) (SMM)
Populacio  Teste de sinal Teste Teste de Teste Teste de Teste
pulag Wilcoxon sinal Wilcoxon sinal Wilcoxon
PEFI 0,0982 0,0801 0,4473 0,5391 0,4304 0,7217
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Durante estudos genéticos com espécies de Alouatta, Ruiz-Garcia et al.
(2007) ndo demonstraram evidéncias de gargalo genético em A. palliata, espécie em
que geralmente a diversidade genética € mais baixa devido as inferéncias de
reducdo populacional por desastres ambientais, doencas e colonizagdo da América
Central, fato geralmente associado a eventos de gargalo populacional (Malmgrem,
1979; James et al., 1997). Em contrapartida, mencionaram a ocorréncia de gargalo
em A. caraya da Bolivia e Argentina, espécie geralmente considerada fora dos
maiores niveis de ameaca. J& James et al. (1997), forneceram evidéncias de gargalo
populacional em Alouatta pigra, o que possibilitou a implementacéo de agdes para a
conservacao das espécies em seus habitats.

No estudo de Bastos et al. (2010), cinco populacdes de A. belzebul isoladas
em ilhas na década de 1980 a partir da implementacdo do reservatodrio hidrelétrico
de Tucurui no Pard — BR, foram avaliadas. Na andlise de efeitos gargalos com uso
da mesma metodologia deste estudo, os autores observaram que o0s resultados
variaram consideravelmente de acordo com o modelo mutacional utilizado e o tipo
de teste estatistico. Eles indicaram que o modelo IAM apontou gargalos recentes em
trés das cinco populagdes. Contudo, o teste de sinal do SMM resultou na ocorréncia
de gargalo para uma das populagdes, que foi contrariada na implementacéo do teste
de Wilcoxon. Como concluséo das analises, os autores definiram que nenhumas das
populacdes tinham passado por eventos recentes de gargalo.

Milton et at. (2009) analisaram efeitos de redug&o populacional recente na
populacgédo isolada de A. palliata na ilha de Barro Colorado, Panamé. Os autores ndo
diagnosticaram sinais de gargalo pela andlise do Bottleneck. Entretanto, as

simulagBes coalescentes para analisar a variagdo dos microssatélites sugeriram
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consideravel reducdo do numero populacional efetivo. Os fatores relacionados a
discrepéancia dos resultados foram relacionados com um gargalo de tamanho menor
diante da capacidade de deteccdo dos métodos baseados na expectativa de
equilibrio. Junto a isso, apesar dos autores desconhecerem o tamanho da populagéo
no momento do isolamento, 20 anos apds o isolamento existiam cerca de 500
animais na ilha (Carpenter, 1934 apud Milton et al. 2009), populagédo que pode ter
sido suficiente para a manutencdo da diversidade genética mesmo apds uma
reducgéo populacional de menor gravidade.

Apesar da divulgagdo de alguns estudos que analisaram a ocorréncia de
efeitos gargalos, muitas espécies de Alouatta ndo foram similarmente estudadas no
ponto de vista genético (Ruiz-Garcia et al., 2007), fato que dificulta a comparacéo
entre populagbes da mesma espécie. No caso do PEFI, ndo foi encontrado
evidéncias de gargalo populacional pelo método e modelos utilizados. Entretanto,
apesar da auséncia de gargalo e mesmo considerando a moderada diversidade
genética encontrada, o isolamento populacional associado a paisagem antrdpica é
um fator preocupante que pode levar a populacdo a um grave declinio, e até mesmo
extingdo, decorrente da epizootia de febre amarela, por exemplo, ou caga, que sao
fatores que estdo associados com a extingdo de bugios em ambientes isolados

(Crockett 1998; Bicca-Marques 2003).

7. Implicacbes para conservagao
7.1. Endogamia
Além de confirmar a hiptese de que a endogamia aumenta a propenséo de

extingdo de populacdes insulares, Frankham (1998) constatou que alguns valores de
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coeficiente de endogamia responsaveis pela extingcdo de espécies domésticas em
laboratério podem ser encontrados em muitas populagfes selvagens insulares. A
endogamia em laboratério ocorre em taxas mais rapidas do que em ambientes
naturais, mesmo que insulares (Tantawy & Reeve, 1956 apud Frankhan, 1998);
Cornelius & Dudley, 1974; Good & Hallauer, 1977; Ehiobu et al., 1989; Latter et al.,
1995; Falconer & Mackay, 1996), uma das hip6teses é a quantidade de fundadores
das populacdes de laboratorio. Porém, em ambientes naturais as condi¢des
ambientais sdo mais severas e variaveis do que em laboratorio, fato que torna a
depressdo endogamica um fator ainda mais negativo (Hoffmann & Parsons, 1991;
Chen, 1993; Jimenez et al., 1994; Keller et al., 1994, Latter et al., 1995).

Por outro lado, Wool & Bergerson (1986) mostraram que as taxas de extingao
decorrentes da depressao endogamica foram maiores em ambientes severos e com
condi¢gbes ambientais variaveis do que no ambiente benigno e padrédo do cativeiro.

Dito isso, pode-se entender que os valores de endogamia refletem de formas
diferentes de acordo com a realidade da populacdo e area estudada. No caso dos
bugios do PEFI, os niveis de diversidade genética podem néo levar a uma extingao
local em curto e até mesmo médio prazo, contudo, as premissas da genética da
conservacdo relacionadas aos entraves da baixa diversidade genética e
impedimento do fluxo génico, como diminuigdo do vigor reprodutivo e fecundidade,
diminuicdo do fitness adaptativo, fixacdo de alelos deletérios, fatores estes que
podem tornar essa populacdo mais suscetivel as alteragcbes ambientais e eventos
estocasticos. Como exemplo, a existéncia da recente epizootia de febre amarela,
doenca que dizimou bugios e outros primatas no estado de S&o Paulo nos anos de

2017 e 2018, inclusive em regides proximas do PEFI, como no Parque Estadual
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Alberto Loefgreen (Horto Florestal de Sdo Paulo). Eventos ambientais extremos ja
foram reportados como responsével pela alta mortalidade de individuos de
populagBes isoladas, como pardais (Keller et al.,1994), Tentilhdes de Galapagos
(Weiner, 1994), pato-de-Laysan (Cooper et al., 1996) e lagartos (Quammen, 1996).
A depressdo endogadmica em populacdes isoladas também tem
consequéncias sobre o comportamento e fisiologia, podendo contribuir para maiores
taxas de extingdo em ilhas do que em populagbes continentais. Essas
consequéncias podem estar relacionadas a perda de capacidade de disperséo e
perda de capacidade de identificacdo de predadores, por exemplo, além da menor
resisténcia a patdgenos (Carlquist, 1974; Myers, 1979; Soulé, 1983; Temple, 1985;
Vitousek, 1988; Atkinson, 1989; Cody & Overton, 1996). Por fim, parece improvavel
que populacdes selvagens em ambientes isolados sejam menos suscetiveis a
extingdes induzidas por depressdo endogamica do que as populacdes de cativeiro
para os mesmos valores de F. Portanto, ndo pode ser excluida como causa de maior

propensdo a extin¢cao nas populacdes isoladas (Frankham, 1998).

7.2. Capacidade suporte e translocacéo

ApoOs a mitigagdo de alguns impactos que os bugios-ruivos do PEFI eram
acometidos, a taxa de mortalidade dos bugios decaiu consideravelmente e junto a
isso teve um aumento das ocorréncias de confrontos agonisticos entre os machos
com valores crescentes a cada ano (Monticelli, C. et al., dados nao publicados).
Acredita-se que a diminuicdo na retirada de individuos pelos impactos e a
continuidade da reprodugdo da espécie na éarea limitada, tenha aumentado a

densidade populacional local e consequentemente interferiu na capacidade suporte
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da érea, favorecendo entéo a disputa por recursos entre os individuos e a maior taxa
de atendimentos de machos feridos, em Obito ou com sequelas dos confrontos,
como miiase, prostracdo, desidratacdo e septicemia. Geralmente, os machos
encontrados nessas situagcdes estavam com lesbes de mordedura nas maos,
cabeca, face e cauda. Também ja foram encontrados filhotes machos sendo
agredidos e derrubados das arvores por machos adultos do mesmo grupo. Em
algumas ocasifes existiram agressado fisica por mordedura, em outras era um
aparente descarte do individuo, que era langcado ao ch&o. Apesar de nestes eventos
néo ter sido possivel definir se 0 macho adulto agressor era o progenitor do filhote
ou outro macho que tenha assumido a lideranga do grupo, casos de infanticidio ja
foram relatados para primatas, incluindo os neotropicais (Alvarez et al., 2015).
Contudo, estes eventos pontuais ocorreram apenas com filhotes machos, assim
como o numero de animais agredidos e capturados apds confronto agonistico foi
exclusivamente relacionado aos machos, induzindo-nos a tratar os eventos citados
como uma prévia disputa por recursos e dominancia.

Neste cenério, considerando a mitigacdo dos impactos levantados no estudo
de Monticelli & Morais (2015) e a nova dindmica observada nos grupos de bugios-
ruivos do PEFI, é possivel avaliar esta populagdo como fonte para revigoramento
populacional ou reintrodugédo de individuos em areas do estado de Sdo Paulo em
que a populacado de bugios sofreu declinio populacional decorrente da epizootia de
febre amarela. Estas acdes favorecerdo o restabelecimento de outras populagdes de
forma a diminuir a densidade do PEFI e abrir oportunidade para a incluséo de
bugios-ruivos de outras areas proximas, como a Serra da Cantareira, area de Mata

Atlantica preservada localizada a aproximadamente 20 km do PEFI. Por vezes,
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bugios-ruivos da Serra da Cantareira sdo entregues aos centros de recebimento de
animais silvestres do Estado ou do Municipio e, em algumas situa¢des os animais
sdo reabilitados. Nestas ocasides é possivel avaliar a possibilidade de translocar
alguns animais para o PEFI com intuito de promover fluxo génico, uma vez que o
isolamento em meio a cidade de S&o Paulo impossibilitar4 a conexdo do PEFI com

outra area florestada e o isolamento sera, possivelmente, definitivo.
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8. Consideragdes finais

Populacdes pequenas podem apresentar reducdo na diversidade genética
causada pelo efeito fundador, que sdo agravados pela flutuagdo alélica aleatéria
gerada pela deriva genética, ocasionando possivel perda de alelos decorrente da
menor reserva genética (Spiess, 1989). Como consequéncia, diferencas
significativas podem ocorrer nas frequéncias alélicas das populac¢des isoladas, ao
contrario da menor possibilidade quando em popula¢des maiores e com fluxo génico
(Klug & Cummings, 2000). A uniformidade alélica e maior homozigosidade das
populacdes isoladas refletem na diminuigéo do vigor reprodutivo, fithess adaptativo,
condicionamento fisico, ocorréncia de doencas genéticas e torna a populagdo mais
vulneravel as pressdes ambientais (Klug & Cummings, 2000; O'Brien, 1994,
Frankham et al., 2008).

Os bugios-ruivos permaneceram como 0s Unicos primatas autdctones da area
de estudo e representam a espécie de mamifero mais bem estudada do PEFI. A
sobrevivéncia destes animais € de grande importancia para a conservacdo desta
Unidade de Conservacdo e dos processos ecolégicos no qual a espécie esté
envolvida. A continuidade dos estudos e manejo sdo imprescindiveis para que a
populagdo perpetue de forma saudavel em longo prazo. Neste caso, ainda existe
tempo para agdes conservacionistas que se baseiem em medidas corretivas com
objetivo de proporcionar maior variabilidade genética, pois naturalmente ndo é
provavel que esta populacdo isolada consiga reverter os efeitos da endogamia de
forma a ficar cada vez mais exposta as pressées ambientais. Nesta premissa, para a
perpetuacdo e sobrevivéncia de uma espécie, € preciso que esta apresente

populagBes minimas o suficiente para serem viaveis (Shaffer, 1981), sendo muitas
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vezes necessarias medidas de protecdo de seus habitats naturais e o manejo das
populacdes na natureza ou em cativeiro, de modo que seja proporcionada a garantia
minima de variabilidade genética (Cullen Junior & Rudran, 2003). Diante disso, como
uma das principais estratégias de conservagdo para a espécie na area, € importante
considerar ac¢des de translocacéo de individuos de &areas preservadas proximas para
promocgdao artificial do fluxo génico (Agoramoorthy, 1995, Baker, 2002). Contudo, é
necessario considerar a capacidade suporte, a sugestdo de dispersao e maior
aceitabilidade de fémeas no PEFI e a necessidade ou ndo de retirar individuos do
local para o potencial recebimento de animais de outras areas.

Estudos com populagbes geograficamente isoladas s&o boas oportunidades
para a elucidacdo das consequéncias do isolamento populacional e interrup¢éo do
fluxo génico, e os microssatélites sao utilizados como ferramenta da genética da
conservagao cujos resultados subsidiam definicbes e delimitam esforcos de
conservagdo para as diferentes populagbes que apresentem sinais de
vulnerabilidade, como é o caso dos Alouatta guariba clamitans do PEFI. Entretanto,
0s bugios-ruivos estudados ndo estdo em perigo imediato de extingdo caso nao
sejam acometidos por epizootias e/ou sofram presséo de caga, mas os resultados
do presente estudo revelam potenciais desafios em longo prazo, especialmente
considerando o isolamento populacional, a impossibilidade de fluxo génico e a
paisagem antropogénica que isola e pressiona a Unidade de Conservagdo em que

0s primatas habitam.
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9. Concluséo

O principal objetivo deste estudo foi gerar as primeiras informagdes sobre a
diversidade genética dos A. g. clamitans do PEFI com uso de microssatélites, para
se ter um ponto de partida para o0 monitoramento genético da populagdo em longo
prazo.

Os resultados obtidos mostraram que os bugios do PEFI ndo possuem uma
baixa variabilidade genética quando comparado com algumas popula¢des de
diferentes espécies de Alouatta, entretanto, a diversidade genética encontrada no
PEFI ficou abaixo de outros estudos com Alouatta em ambientes insulares. Além
disso, em uma avaliagdo focal, este estudo apontou desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg com significativos déficits de heterozigosidade em alguns dos loci
analisados, corroborando a hip6tese da ocorréncia de consideravel nivel de
endocruzamento entre os individuos.

Na avaliag@o de gargalo populacional ndo foi constatado declinio populacional
recente. Embora os dados tenham indicado alta significancia na proximidade
geogréfica de machos adultos aparentados, uma amostragem mais completa de
ambos os sexos de diferentes grupos pode influenciar os resultados aqui obtidos e
gerarem informagdes mais aprofundadas e especificas sobre a disperséo e
estruturagéo da populagéo dos A. g. clamitans do PEFI.

Estudos para obtencdo da densidade populacional e o monitoramento da
populacdo em longo prazo sdo importante para avaliagdo da dinamica da populagéo,
principalmente frente as inferéncias de aumento populacional e limitacdo da

capacidade suporte da area amostrada.
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Futuras analises com populacdes de Alouatta g. clamitans serdo importantes
para comparagao com a populagdo do PEFI e, possivelmente, proporcionaréo uma
maior compreensdo sobre os resultados obtidos neste estudo. Além disso, apesar
dos bugios do PEFI habitarem uma area com grande interferéncia urbana, os
resultados obtidos aqui podem servir de referéncia para demais estudos que utilizem
marcadores moleculares microssatélites para caracterizagdo da diversidade genética
em populacdes de habitas preservados e fragmentados.

N&o esta claro por quanto tempo o PEFI esté isolado e ndo existem outros
estudos com A. g. clamitans que sirvam de comparativo. Logo, a diversidade
genética possivelmente perdida é desconhecida.

Apesar do PEFI ser isolado por uma matriz terrestre, onde os bugios em tese
poderiam dispersar para outras areas, ndo existem fragmentos de mata préximos,
muito menos protegidos legalmente. Além disso, a matriz terrestre a ser enfrentada
oferece reais riscos a vida dos animais. Neste cenario, é importante manter
acompanhamento periédico da variabilidade genética dessa populacdo como parte

integrante das estratégias de conservacdo dos bugios-ruivos do PEFI em longo

prazo.
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10. Anexos

Anexo 1. Lista dos alelos e frequéncias alélicas em cada um dos 10 loci
avaliados na populagéo de bugios-ruivos (Aloutta g. clamitans) do PEFI.

Tamanho A A

Loco Alelo (pb) Frequéncia Loco Alelo Frequéncia
Ab 4 150 0,100 Apil4 184 0,317
154 0,567 186 0,283
156 0,083 190 0,300
158 0,250 192 0,100
Ab 6 268 0,056 Ab 17 180 0,200
280 0,111 192 0,283
282 0,074 196 0,183
288 0,704 224 0,150
294 0,019 228 0,083
310 0,037 232 0,100
Ab 7 176 0,217 Ac 45 278 0,300
180 0,017 280 0,067
192 0,133 282 0,083
194 0,450 286 0,017
196 0,017 290 0,250
198 0,167 292 0,050
Ab 9 176 0,020 294 0,017
180 0,100 296 0,133
184 0,160 304 0,067
188 0,560 310 0,017
192 0,080 D5S117 114 0,983
196 0,080 116 0,017
Ab 12 231 0,435 Ac 17 238 0,333
235 0,565 243 0,633
258 0,033
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados

no Pargque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.

Estimadores de parentesco

Individuos Resultado Distancia

ML-Relate Q&G L&R (m)
3250 (&) 3018 (&) u u u U 1043
3275 (&) 3018 (&) u u u U 722
3275 (&) 3250 (&) u u u U 1733
3576 (Q) 3018 (&) u u u U 513
3576 (Q) 3250 (&) u u u U 1300
3576 (Q) 3275 (&) u u u U 830
4432 (3) 3018 (&) u u u u 1225
4432 (3) 3250 (&) u u u u 1946
4432 (3) 3275 (&) u u u U 1246
4432 (3) 3576 (Q) u u u U 713
5062 (&) 3018 (&) u u u U 894
5062 (&) 3250 (&) u u u U 357
5062 (&) 3275 (&) u u u U 1633
5062 (&) 3576 (Q) u u u U 1061
5062 (&) 4432 (3) u u u U 1627
5504 (&) 3018 (&) u u u U 1113
5504 (&) 3250 (&) u u u U 450
5504 (&) 3275 (&) u u u U 1810
5504 (&) 3576 (Q) u u u U 1190
5504 (&) 4432 (3) u u u U 1712
5504 (&) 5062 (&) FS FS FS FS 213
5513 (&) 3018 (&) FS HS HS / 1187
5513 (&) 3250 (&) u u u U 2204
5513 (&) 3275 (&) u u u U 1084
5513 (&) 3576 (Q) u u u U 899
5513 (&) 4432 (3) u u u U 431
5513 (&) 5062 (&) u u u U 1910
5513 (&) 5504 (&) u u u U 2024
5713 (&) 3018 (&) u u u U 407
5713 (&) 3250 (&) u u u U 783
5713 (&) 3275 (&) u u u U 1243
5713 (3) 3576 (Q) HS U HS / 573
5713 (&) 4432 (3) HS HS HS HS 1162
5713 (&) 5062 (&) u u u U 471
5713 (&) 5504 (&) u u u U 613
5713 (&) 5513 (&) u u u U 1465
5527 (3) 3018 (&) HS HS HS HS 904
5527 (&) 3250 (&) u u u U 1940
5527 (&) 3275 (&) u u u U 566
5527 (&) 3576 (Q) u u u U 711
5527 (&) 4432 (3) u u u U 763

67



Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.

Continuacgdo parte 2

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia
ML-Relate Q&G L&R (m)
5527 (3) 5062 (3) U U U U 1721
5527 (3) 5504 (3) U U U U 1876
5527 () 5513 (&) PO FS FS / 536
5527 (3) 5713 (&) U U U U 1244
962 (9) 3018 (&) U U U U 266
962 (9) 3250 (&) U U U U 978
962 (9) 3275 (3) U U U U 1069
962 (9) 3576 (?) U U U U 360
962 (9) 4432 (3) U U U U 980
962 (9) 5062 (3) U U U U 689
962 (9) 5504 (3) U U U U 831
962 (9) 5513 (&) U U U U 1204
962 (9) 5713 (&) U U U U 221
962 (9) 5527 (3) U U U U 1036
961 (%) 3018 (&) U U U U 223
961 (%) 3250 (&) U U U U 1046
961 (%) 3275 (3) HS HS HS HS 728
961 (%) 3576 (?) U U U U 497
961 (%) 4432 () U HS U / 1183
961 (9) 5062 (3) U U U U 908
961 (%) 5504 (3) HS HS HS HS 1078
961 (9) 5513 (&) U U U U 1317
961 (%) 5713 (&) U U U U 577
961 (9) 5527 (3) U U U U 948
961 (9) 962 (9) U U U U 471
437 () 3018 (&) U U U U 337
437 () 3250 (&) U U U U 879
437 () 3275 (3) U U U U 1173
437 () 3576 (?) U U U U 474
437 () 4432 (3) U U U U 1070
437 () 5062 (3) PO PO PO PO 581
437 () 5504 (3) U HS u / 710
437 () 5513 (&) U U U U 1358
437 () 5713 (&) U U U U 82
437 () 5527 (3) U U U U 1199
437 () 962 (9) U HS U / 158
437 () 961 (9) U U U U 539
758 (3) 3018 (&) U U U U 585
758 (3) 3250 (&) U U U U 619
758 (3) 3275 (3) U U U U 1383
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgdo parte 3

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia

ML-Relate Q&G L&R (m)
758 (3) 3576 (?) U U U U 761
758 (3) 4432 () U U U U 1339
758 (3) 5062 (3) HS U U / 281
758 (3) 5504 (3) U U U U 436
758 (3) 5513 (&) U U U U 1646
758 (3) 5713 (&) U U U U 208
758 (3) 5527 (&) U U U U 1463
758 (3) 962 (9) U U U U 450
758 (3) 961 (9) U U U U 699
758 (3) 437 () HS HS HS HS 301
1582 (&) 3018 (&) U U U U 950
1582 (&) 3250 (&) FS FS FS FS 626
1582 (&) 3275 (3) U U U U 1763
1582 (&) 3576 (?) U U U U 1070
1582 (&) 4432 () U U U U 1546
1582 (&) 5062 (3) U U U U 280
1582 (&) 5504 (3) U U U U 193
1582 (&) 5513 (&) U U U U 1919
1582 (&) 5713 (&) U U U U 556
1582 (&) 5527 (3) U U U U 1807
1582 (&) 962 (9) U U U U 770
1582 (&) 961 (9) U U U U 1072
1582 (&) 437 () U U U U 639
1582 (&) 758 (3) U U U U 391
1604 () 3018 (&) U U U U 282
1604 (&) 3250 (&) U U U U 775
1604 () 3275 (3) U U U U 1014
1604 (3) 3576 (?) HS u u / 583
1604 (&) 4432 () U U U U 1288
1604 () 5062 (3) HS U U / 619
1604 (&) 5504 (3) U U U U 793
1604 () 5513 (&) U U U U 1497
1604 (&) 5713 (&) U U U U 352
1604 (&) 5527 (&) U U U U 1188
1604 (&) 962 (9) U U U U 367
1604 (&) 961 (9) U U U U 291
1604 () 437 () PO PO PO PO 361
1604 (&) 758 (3) FS FS FS FS 410
1604 () 1582 (&) U U U U 796
1611 (Q) 3018 (&) U U U U 1308
1611 (Q) 3250 (&) U U U U 2329
1611 (Q) 3275 (&) U U U U 1070
1611 (Q) 3576 (?) U U U U 1023
1611 (Q) 4432 () U U U U 623
1611 (Q) 5062 (3) U U U U 2051
1611 (Q) 5504 (3) U U U U 2180
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgdo parte 4

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia
ML-Relate Q&G L&R (m)
1611 (Q) 5513 (&) U U U U 176
1611 (Q) 5713 (&) U U U U 1575
1611 (Q) 5527 (3) U U U U 507
1611 (Q) 962 (9) U U U U 1347
1611 (Q) 961 (9) U U U U 1401
1611 (Q) 437 () U U U U 1475
1611 (Q) 758 (3) U U U U 1777
1611 (Q) 1582 (&) U U U U 2055
1611 (Q) 1604 () U U U U 1597
2559 (Q) 3018 (&) U U U U 1001
2559 (Q) 3250 (&) U U U U 1921
2559 (Q) 3275 (3) U U U U 194
2559 (Q) 3576 (?) HS U HS / 993
2559 (Q) 4432 () HS HS HS HS 1302
2559 (Q) 5062 (3) U U U U 1807
2559 (Q) 5504 (3) FS FS FS FS 1983
2559 (Q) 5513 (&) U U U U 1080
2559 (Q) 5713 (&) HS HS HS HS 1406
2559 (Q) 5527 (3) U U U U 567
2559 (Q) 962 (9) U U U U 1213
2559 (Q) 961 (9) U U U U 899
2559 (Q) 437 () U U U U 1321
2559 (Q) 758 (3) U U U U 1567
2559 (Q) 1582 (&) U U U U 1941
2559 (Q) 1604 () U U U U 1195
2559 (Q) 1611 (Q) U U U U 1012
2766 (3) 3018 (&) U U U U 2114
2766 (3) 3250 (&) HS HS HS HS 1292
2766 (3) 3275 (3) U U U U 2530
2766 (3) 3576 (?) U U U U 2441
2766 (3) 4432 () HS HS HS HS 3139
2766 (3) 5062 (3) U U U U 1665
2766 (3) 5504 (3) U U U U 1706
2766 (3) 5513 (&) U U U U 3332
2766 (3) 5713 (&) U U U U 2026
2766 (3) 5527 (3) U U U U 2932
2766 (3) 962 (9) U U U U 2193
2766 (3) 961 (9) U U U U 2002
2766 (3) 437 () U U U U 2113
2766 (3) 758 (3) U U U U 1876
2766 (3) 1582 (&) HS HS HS HS 1895
2766 (3) 1604 () U U U U 1854
2766 (3) 1611 (Q) U U U U 3394
2766 (3) 2559 (Q) U U U U 2694
3416 (?) 3018 (&) U U U U 655
3416 (?) 3250 (&) U U U U 971
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgdo parte 5

Individuos ML_RIZT:tzadoreSQ.gzparentescLi;R Resultado DISt(?T:];Ia
3416 (?) 3275 (3) HS U U / 1435
3416 (9) 3576 (?) U U U U 636
3416 (?) 4432 () FS FS FS FS 1037
3416 (?) 5062 (3) U U U U 612
3416 (?) 5504 (3) U U U U 662
3416 (9) 5513 (&) U U U U 1414
3416 (?) 5713 (&) HS HS HS HS 325
3416 (?) 5527 (3) HS U U / 1354
3416 (?) 962 (9) U U U U 406
3416 (?) 961 (9) FS FS FS FS 846
3416 (?) 437 () U U U U 326
3416 (?) 758 (3) U U U U 388
3416 (?) 1582 (&) U U U U 503
3416 (?) 1604 () U U U U 664
3416 (?) 1611 (Q) U U U U 1551
3416 (?) 2559 (Q) U U U U 1615
3416 (?) 2766 (3) U U U U 2271
3422 (3) 3018 (&) U U U U 1230
3422 (3) 3250 (&) HS HS HS HS 2242
3422 (3) 3275 (3) U U U U 682
3422 (3) 3576 (?) HS HS HS HS 1065
3422 (3) 4432 () FS HS HS / 1020
3422 (3) 5062 (3) U U U U 2047
3422 (3) 5504 (3) U U U U 2202
3422 (3) 5513 (&) U U U U 664
3422 (3) 5713 (&) PO PO PO PO 1596
3422 (3) 5527 (3) U U U U 324
3422 (3) 962 (9) U U U U 1366
3422 (3) 961 (9) FS FS FS FS 1250
3422 (3) 437 (&) U U U U 1493
3422 (3) 758 (3) U U U U 1778
3422 (3) 1582 (&) U U U U 2129
3422 (3) 1604 () U U U U 1502
3422 (3) 1611 (Q) HS U U / 532
3422 (3) 2559 (Q) U U U U 556
3422 (3) 2766 (3) U U U U 3178
3422 (3) 3416 (?) FS HS HS / 1686
3660 () 3018 (J) u U U U 740
3660 () 3250 () PO HS HS / 544
3660 () 3275 (J) U U U U 1559
3660 () 3576 (?) u U U U 888
3660 () 4432 () HS HS HS HS 1449
3660 () 5062 (J) HS HS HS HS 167
3660 () 5504 () HS HS HS HS 259
3660 () 5513 (J) u U U U 1793
3660 () 5713 (J) HS HS HS HS 362
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgdo parte 6

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia
ML-Relate Q&G L&R (m)
3660 () 5527 () U U U U 1631
3660 () 962 (?) U U U u 602
3660 () 961 (?) U U U u 856
3660 () 437 () U HS U / 477
3660 () 758 (3) u U U U 171
3660 () 1582 (3) HS HS HS HS 217
3660 () 1604 (3) U U U u 591
3660 () 1611 (Q) HS U U / 1901
3660 () 2559 (9) U U U U 1766
3660 () 2766 (J3) HS U U / 1847
3660 () 3416 (?) U U U u 441
3660 () 3422 (3) FS FS FS FS 1977
4115 (&) 3018 (&) U U U U 132
4115 (&) 3250 (&) U U U U 930
4115 (&) 3275 (3) U U U U 915
4115 (&) 3576 (?) U U U U 417
4115 (&) 4432 () U U U U 1121
4115 (&) 5062 (3) HS HS HS HS 719
4115 (&) 5504 (3) U U U U 883
4115 (&) 5513 (&) U U U U 1330
4115 (&) 5713 (&) U U U U 339
4115 (&) 5527 (3) U U U U 1042
4115 (&) 962 (9) U U U U 248
4115 (&) 961 (%) U U U U 251
4115 (&) 437 () FS FS FS FS 284
4115 (&) 758 (3) U U U U 475
4115 (&) 1582 (&) U U U U 859
4115 (&) 1604 () HS U U / 164
4115 (&) 1611 (Q) U U U U 1409
4115 (&) 2559 (Q) U U U U 1103
4115 (&) 2766 (3) U U U U 2023
4115 (&) 3416 (?) U U U U 621
4115 (&) 3422 (3) U U U U 1349
4115 (3) 3660 (3) U U U U 640
4604 (3) 3018 (&) U U U U 140
4604 (3) 3250 (&) U U U U 1126
4604 (3) 3275 (3) U U U U 831
4604 (3) 3576 (?) U U U U 200
4604 (3) 4432 () PO PO PO PO 894
4604 (3) 5062 (3) HS HS HS HS 874
4604 (3) 5504 (3) U HS u / 1025
4604 (3) 5513 (&) U U U U 1122
4604 (3) 5713 (&) HS HS HS HS 403
4604 (3) 5527 (3) U U U U 859
4604 (3) 962 (9) U U U U 193
4604 (3) 961 (%) U U U U 355
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgdo parte 7

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia

ML-Relate Q&G L&R (m)
4604 (3) 437 () PO PO PO PO 306
4604 (3) 758 (3) U U U U 592
4604 () 1582 (&) U U U U 941
4604 (3) 1604 () HS U U / 392
4604 (3) 1611 (Q) U U U U 1207
4604 () 2559 (Q) HS HS HS HS 1020
4604 (3) 2766 (3) U U U U 2256
4604 (3) 3416 (?) U U U U 583
4604 (3) 3422 (3) U U U U 1189
4604 (3) 3660 (3) U U U U 767
4604 (3) 4115 (&) PO PO PO PO 234
4838 (?) 3018 (&) HS u u / 1294
4838 (?) 3250 (&) U U U U 2258
4838 (?) 3275 (3) U U U U 1335
4838 (?) 3576 (?) U U U U 1003
4838 (9) 4432 () U U U u 341
4838 (?) 5062 (3) U U U U 1945
4838 (?) 5504 (3) U U U U 2030
4838 (?) 5513 (&) U U U U 262
4838 (?) 5713 (&) U U U U 1463
4838 (?) 5527 (3) U U U U 795
4838 (9) 962 (9) HS HS HS HS 1258
4838 (9) 961 (9) U U U U 1454
4838 (9) 437 () U U U U 1372
4838 (?) 758 (3) U U U U 1649
4838 (?) 1582 (&) U U U U 1872
4838 (?) 1604 () U U U U 1582
4838 (9) 1611 (Q) HS HS HS HS 423
4838 (9) 2559 (9) HS U U / 1348
4838 (?) 2766 (3) U U U U 3425
4838 (?) 3416 (?) U U U U 1383
4838 (9) 3422 (3) U U U u 951
4838 (?) 3660 () U U U U 1787
4838 (9) 4115 (&) U U U U 1415
4838 (?) 4604 (3) U U U U 1163
6138 () 3018 (&) U U U U 1165
6138 () 3250 (&) U U U U 2118
6138 () 3275 (3) HS U U / 386
6138 () 3576 (?) U U U U 1111
6138 () 4432 () U U U U 1309
6138 () 5062 (3) HS HS HS HS 1986
6138 () 5504 (3) HS HS HS HS 2151
6138 () 5513 (&) U U U U 1047
6138 () 5713 (&) U U U U 1557
6138 () 5527 (3) U U U U 558
6138 () 962 (9) U U U U 1349
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgdo parte 8

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia

ML-Relate Q&G L&R (m)
6138 () 961 (9) HS HS HS HS 1073
6138 () 437 () U U U U 1476
6138 () 758 (3) U U U U 1731
6138 () 1582 (&) U U U U 2108
6138 () 1604 () U U U U 1369
6138 () 1611 (Q) U U U u 958
6138 () 2559 (Q) U U U U 184
6138 () 2766 (3) U U U U 2877
6138 () 3416 (?) U U U U 1748
6138 () 3422 (3) U U U u 432
6138 () 3660 () u U U U 1899
6138 () 4115 (&) U U U U 1264
6138 () 4604 (3) U U U U 1174
6138 () 4838 (?) U U U U 1313
6378 () 3018 (J) HS U U / 678
6378 () 3250 (J) PO HS HS / 834
6378 () 3275 (J) U U U U 1499
6378 () 3576 (?) U U U U 745
6378 () 4432 () U U U U 1198
6378 () 5062 (J) U U U U 452
6378 () 5504 () U U U U 498
6378 () 5513 (J) U U U U 1574
6378 () 5713 (&) U U U U 293
6378 () 5527 () U U U U 1470
6378 () 962 (9) U U U u 464
6378 () 961 (9) U U U u 864
6378 () 437 () U U U u 346
6378 () 758 (3) U U U U 282
6378 () 1582 (3) U U U U 341
6378 () 1604 (3) U U U U 635
6378 () 1611 (Q) HS U U / 1703
6378 () 2559 (9) U U U U 1690
6378 () 2766 (3) U U U U 2119
6378 () 3416 (?) U U U U 160
6378 () 3422 (3) HS HS HS HS 1789
6378 () 3660 () HS HS HS HS 281
6378 () 4115 (&) U HS U / 625
6378 () 4604 (3) U U U U 657
6378 () 4838 (?) U U U U 1523
6378 () 6138 () U U U U 1837
6421 (3) 3018 (&) U U U U 770
6421 (3) 3250 (&) U U U U 693
6421 (3) 3275 (3) U U U U 1593
6421 (3) 3576 (?) U U U U 889
6421 (3) 4432 () U U U U 1362
6421 (3) 5062 (3) U U U U 320
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgéo parte 9

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia

ML-Relate Q&G L&R (m)
6421 (3) 5504 (3) U U U U 335
6421 (3) 5513 (&) U U U U 1722
6421 (3) 5713 (&) U U U U 374
6421 (3) 5527 (3) U U U U 1608
6421 (3) 962 (9) U U U U 590
6421 (3) 961 (9) U U U U 930
6421 (3) 437 () U U U U 454
6421 (3) 758 (3) U U U U 254
6421 (3) 1582 (&) U U U U 191
6421 (3) 1604 () U U U U 667
6421 (3) 1611 (Q) HS HS HS HS 1852
6421 (3) 2559 (Q) U U U U 1792
6421 (3) 2766 () U U U U 1997
6421 (3) 3416 (?) U U U U 323
6421 (3) 3422 (3) HS HS HS HS 1954
6421 () 3660 (3) U U U U 158
6421 (3) 4115 (&) U HS U / 695
6421 (3) 4604 (3) U U U U 764
6421 (3) 4838 (9) U U U U 1695
6421 (3) 6138 () U U U U 1937
6421 (3) 6378 () PO PO PO PO 171
6665 (J) 3018 (J) u U U U 2597
6665 (J) 3250 () u U U U 1757
6665 (J) 3275 (J) HS HS HS HS 2863
6665 (J) 3576 (?) u U U U 2913
6665 (J) 4432 (3) U U U U 3611
6665 (J) 5062 () u U U U 2148
6665 (J) 5504 () u U U U 2186
6665 (J) 5513 (J) u U U U 3796
6665 (J) 5713 (&) U U U U 2504
6665 (J) 5527 () U U U U 3388
6665 () 962 (?) HS U HS / 2679
6665 (J) 961 (?) HS HS HS HS 2451
6665 (J) 437 () U U U U 2586
6665 (J) 758 (3) u U U U 2359
6665 (J) 1582 (3) U U U U 2369
6665 (J) 1604 (3) U U U U 2330
6665 (J) 1611 (Q) HS HS HS HS 3856
6665 (J) 2559 (9) U U U U 3119
6665 (J) 2766 () U U U U 484
6665 (J) 3416 (?) U U U U 2739
6665 (J) 3422 () U U U u 3610
6665 (J) 3660 () u U U U 2145
6665 (J) 4115 (3) U U U U 2490
6665 (J) 4604 (3) HS U HS / 2722
6665 (J) 4838 (?) u U U U 3916
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Anexo 2. Relagdo de parentesco entre os 30 individuos de Alouatta guariba clamitans amostrados
no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, S&o Paulo - SP e distancia dos pontos de captura.
Continuacgao parte final

Individuos Estimadores de parentesco Resultado Distancia

ML-Relate Q&G L&R (m)
6665 (J) 6138 () U U U U 3303
6665 (J) 6378 () U U U U 2605
6665 (J) 6421 (3) U U U u 2481
6781 () 3018 (&) U HS U / 350
6781 () 3250 (&) U U U U 1132
6781 () 3275 (3) U U U U 1060
6781 () 3576 (?) U U U U 251
6781 () 4432 () U U U u 791
6781 () 5062 (3) U U U U 834
6781 () 5504 (3) U U U U 934
6781 () 5513 (&) U U U U 1114
6781 () 5713 (&) U U U U 336
6781 () 5527 (3) U U U U 975
6781 () 962 (9) FS FS FS FS 148
6781 () 961 (9) U U U U 587
6781 () 437 () HS HS HS HS 247
6781 () 758 (3) U U U U 532
6781 () 1582 (&) U U U U 819
6781 () 1604 () U U U U 522
6781 () 1611 (Q) U U U U 1238
6781 () 2559 (Q) U U U U 1245
6781 () 2766 (3) U U U U 2336
6781 () 3416 (?) U U U U 377
6781 () 3422 (3) U U U U 1321
6781 () 3660 (3) U U U U 673
6781 () 4115 (&) U U U U 390
6781 () 4604 () FS FS FS FS 252
6781 () 4838 (9) U U U U 1123
6781 () 6138 () U U U U 1376
6781 () 6378 () U U U U 478
6781 () 6421 (3) U U U u 631
6781 (8) 6665 (3) HS HS HS HS 2821
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