UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
LUCAS ARAUJO FREITAS

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE
MICO-LEAO-DOURADO (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766)

RIO DE JANEIRO — RJ
2012



LUCAS ARAUJO FREITAS

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE
MICO-LEAO-DOURADO (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766)

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa  de Pés-Graduacgéao em
Biodiversidade e Biologia Evolutiva,
Instituto de Biologia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como requisito parcial &
obtencdo do titulo de Mestre em
Biodiversidade e Biologia Evolutiva.

Orientador: Dr. Carlos Eduardo Guerra Schrago

Co-orientadora: Dr2. Adriana Daudt Grativol

Rio de Janeiro
2012



Freitas, Lucas Araujo
Diversidade e estrutura genética de populac6es de Mico-Ledo-
Dourado (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766) / Lucas Araljo
Freitas. -- Rio de Janeiro: UFRJ / Instituto de Biologia, 2012.
xv, 45f. :il. ; 31 cm.
Orientadores: Carlos Eduardo Guerra Schrago e Adriana Daudt Grativol.
Dissertacao (Mestrado) — UFRJ, Instituto de Biologia, Programa de Pos-
graduacdo em Biodiversidade e Biologia Evolutiva, 2012.
Referéncias bibliogréaficas: f. 52 - 56

1. Leontopithecus - genética. 2. Variagao - genética. 3. Gendtipo.
4. Repeti¢cBes de Microssatélites. 5. Habitat. 6. Manejo de Espécimes.
7. Extincdo Biolégica. 8. Genética Populacional. 9. Pesquisa em
Genética — histéria. 10. Primatas. 11. Animais. 12. Biologia - Tese. |.
Schrago, Carlos Eduardo Guerra. Il. Grativol, Adriana Daudt. III.
Universidade Federal do Rio de Janeiro, FM, Programa de POés-
graduacdo em Biodiversidade e Biologia Evolutiva. IV. Titulo.




LUCAS ARAUJO FREITAS

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES DE
MICO-LEAO-DOURADO (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766)

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa  de Pés-Graduacgéao em
Biodiversidade e Biologia Evolutiva,
Instituto de Biologia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como requisito parcial &
obtencdo do titulo de Mestre em
Biodiversidade e Biologia Evolutiva.

Aprovada em 13 de agosto de 2012.

Dr. Carlos Eduardo Guerra Schrago, doutor em Ciéncias (Genética) - UFRJ

Dr2. Adriana Daudt Grativol, doutora em Biociéncias e Biotecnologia - UENF

Dr. Carlos Eduardo de Viveiros Grelle, doutor em Ciéncias (Zoologia) - UFRJ

Dr. Carlos Ramén Ruiz-Miranda, doutor em Animal Behaviour - UENF

Dr2. Leila Maria Pess0a, doutora em Ciéncias (Zoologia) - UFRJ



A minha familia.



AGRADECIMENTOS

Ao professor e orientador Carlos Eduardo Guerra Schrago,
primeiramente por me aceitar como aluno. Além disso, na minha opinido, ele &
um exemplo para todos do mundo académico e uma pessoa que admiro
bastante. Aprendi muito com as suas aulas e com as conversas. Quem sabe

chego la quando crescer?

A minha co-orientadora, Adriana Daudt Grativol, pela confianca

depositada para prosseguir com o projeto do mico-ledo-dourado.

Ao professor Carlos Ramoén Ruiz-Miranda, pelas poucas, porém muito

validas discussdes sobre o andamento do projeto.

Ao programa de Pos-Graduacdo em Biodiversidade e Biologia Evolutiva,
por ter me dado o privilégio de estudar uma das ideias mais poderosas ja

pensadas até o dia de hoje.

Aos professores da banca, Carlos Eduardo de Viveiros Grelle, Leila
Maria Pess6a e Carlos Ramén Ruiz-Miranda, por aceitarem serem membros da

banca e pela contribuicdo que, certamente, sera dada ao final do trabalho.

Aos suplentes, Paulo Ségio D’Andrea e Wilson Jose Eduardo Moreira da

Costa, por aceitarem o convite.

Ao Laboratério de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, pela estrutura laboratorial que permitiu

realizar a maior parte desse trabalho.

Ao Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de

Janeiro, pelo uso do sequenciador automatico ABI 3500.

A Associacdo Mico-Ledo-Dourado, FAPERJ, CNPq, FNMA pelo apoio

financeiro.

A CAPES, pela concesséo da bolsa de estudos.



As pessoas, tanto do Laboratério de Ciéncias Ambientais da UENF,
como do Laboratério de Biologia Evolutiva Tedrica e Aplicada da UFRJ que me

ajudaram durante o projeto.

A0S meus amigos, que sempre quebraram varios galhos e me ajudaram

sempre que precisei. Nao vou citar nomes, pois acabarei esquecendo alguém.

A minha namorada, Gabriela Calegario, por me aguentar durante todos

esses anos e nunca ter desistido de mim.

A minha familia, que sempre apoiou as minhas decisdes e pela certeza

gue tenho de poder contar com eles para qualquer coisa.



RESUMO

Freitas, Lucas Araujo. Diversidade e Estrutura Genética de populacdes de
Mico-Ledo-Dourado (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766). Rio de
Janeiro, 2012. Dissertacdo (Mestrado em Biodiversidade e Biologia Evolutiva) —
Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2012.

O mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766) € um primata
endémico da Floresta Atlantica com distribuicdo original restrita a zona costeira
do estado do Rio de Janeiro entre 22°S e 23°S com ocorréncia central na bacia
do Rio Séo Jodo. Devido a destruicdo do seu habitat, sua populacdo selvagem
foi estimada entre 200 e 600 individuos nas décadas de 1960 e 1970 com os
individuos distribuidos em apenas sete dos 24 municipios da sua abrangéncia
original. Atualmente, com o apoio de acdes conservacionistas, a quantidade de
individuos é estimada em 1.500 individuos em 12.000ha de florestas
fragmentadas. Dentro destas acdes, ressalta-se a reintroducdo de espécimes
oriundos de zoologicos, que além de contribuir com o aumento do nimero de
individuos, incrementaram a diversidade genética da populagdo na natureza.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética de uma
populagdo selvagem e uma reintroduzida e verificar a “efetividade” da
reintroducdo do ponto de vista genético. Foram utilizados nove marcadores de
microssatélite e 78 individuos dessas populac¢des junto com individuos do litoral
e do Zoolbgico de Niterdi, cuja origem € desconhecida. A Ho e He mais altas
foram encontradas na populacéo reintroduzida (0,28 e 0,42, respectivamente)
juntamente com o maior nimero médio de alelos por lécus (4,11). Esse
resultado € esperado ao associar esses numeros com a histéria dessa
populacdo, composta por individuos de zoolégicos, pois animais de zoologicos
geralmente possui uma diversidade genética extremamente baixa. Sendo
formada por individuos de diferentes zooldgicos, é natural que haja uma baixa
Ho em relacdo a He e um alto numero de alelos, ja que cada grupo,
provavelmente, possuia diferentes alelos. A baixa diversidade genética da
populacdo selvagem indica um alto grau de isolamento geogréfico. A analise de
estrutura genética mostra um K (nimero de populagdes) ideal de 6, porém néo

€ possivel diferenciar os grupos dentro da populacao reintroduzida, sugerindo



que a populacdo estd com um alto grau de admixture. Do ponto de vista
genético, essa admixture € um sinal positivo, ja que problemas comuns em
pequenas populacdes, como expressdo de alelos deletérios, podem ser

amenizados.

Palavras-chave: mico-ledo-dourado, genética da conservacgdo, reintroducéo,

estrutura genética, microssatélites.



ABSTRACT

Freitas, Lucas Araujo. Genetic diversity and structure in Golden Lion
Tamarin (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766) populations. Rio de
Janeiro, 2012. Master's thesis (Master of Science in Biodiversity and
Evolutionary Biology) — Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

The golden-lion-tamarin (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766) (GLT) is an
endemic primate from Brazilian Atlantic forest with an original range limited to
the coastal zone of Rio de Janeiro state between 22°S and 23°S, mainly in the
Rio S&o Jao basin. Due its habitat deforestation and fragmentation, the natural
GLT population was estimated between 200 and 600 individuals in the 1960
and 1970 decades and they were distributed in seven from 24 cities of their
original distribution. Nowadays, with conservationist efforts, there are 1,500
individuals in 12,000ha of fragmented forests. Among these efforts, we can
highlight the reintroduction of captive individuals that helped increasing the
number of GLT in the forests and carried a new genetic charge to the wild
population. So, the aim of this study was assess the genetic diversity from a
wild and a reintroduced population and verify the efficiency of the reintroduction
from the genetic point of view. There were utilized nine microsatellite markers
and 78 individuals from these populations plus individuals from Rio de Janeiro
state litoral and Niter6i Zoo. The highest H, and H. were found in the
reintroduced population (0.28 and 0.42, respectively) both with the higher
average number of alleles per locus (4.11). This result is expected by
associating these numbers with the history of this population that is composed
by captive individuals from different zoos. Animals from zoo are characterized
by low genetic variability, so is natural that this population has a lower H,
relative with the He and a high number of alleles. The low genetic diversity from
the wild population can show an elevated degree of isolation and also, it can
reflect the low number of individuals in this population. The genetic structure
analysis shows a K = 6 (number of populations), however it is not possible
identify the groups inside the reintroduced population, suggesting that this

population has an elevated genetic admixture. From the genetic point of view,



this admixture is well regarded, since common problems in small populations,

like the expression of deleterious recessive alleles can be reduced.

Keywords: Golden lion tamarin, conservation genetics, reintroduction, genetic

structure, microsatellite.
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1 INTRODUCAO

1.1 O MICO-LEAO-DOURADO

O mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia, Linnaeus 1766) (MLD)
(Figura 1) € um primata endémico da Floresta Atlantica de baixada. O género
Leontopithecus é composto por mais trés espécies: mico-ledo-da-cara-dourada
(L. chrysomelas, Kuhl 1820), mico-ledo-da-cara-preta (L. caissara, Lorini &
Persson 1990) e mico-ledo-preto (L. chrysopygus, Mikan 1823). A éarea de
ocorréncia original do mico-ledo-dourado é controversa, tendo alguns autores
(Ruschi, Von Ihering) reportado a presenca de micos-ledes-dourados no estado
do Espirito Santo (RYLANDS et al., 2008). Entretanto, por ndo existir dados
suficientes da ocorréncia neste estado, o consenso é que a area de ocorréncia
original seja de fato as florestas da costa do estado do Rio de Janeiro em
altitudes de até 300 m, incluido nessas florestas as restingas (PESSOA et al.,
2010; RYLANDS et al., 2008) (Figura 2).

Figura 1. Mico-Leado-Dourado. Foto de Ltshears. Distribuida a sob a licenga Creative Commons
Attribution-Share Alike 3.0 Unported.
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Figura 2. Mapa com a distribuicdo original do Mico-Le&o-Dourado (area rachurada). Fonte:
(KIERULFF; RYLANDS, 2003).

A primeira referéncia citando o MLD é do padre Antonio Pigafetta,
cronista da viagem de Ferndo de Magalhdes, em dezembro de 1519. Existem
relatos de MLD em pinturas (séculos XVI e XVII) e em trabalhos descritivos no
século XVIII, incluindo a descricao de Linnaeus em 1766. Seu nome deriva de
uma referéncia por M. J. Brisson deste mesmo século: “Le petit singe-lion”. No
inicio do século XIX, durante a viagem do principe Maximilian zu Wied pelo

sudeste brasileiro, a espécie foi considerada comum (RYLANDS et al., 2008).

Durante a década de 1960, Coimbra-Filho alertou sobre o declinio da
populacdo de MLD na natureza. Nessa década, ele viajou por varios municipios
do atual estado do Rio de Janeiro a procura de populacdes remanescentes e,
além de verificar uma populacdo extremamente baixa (entre 200-600
individuos), observou a destruicdo da Floresta Atlantica, habitat do MLD. Em
1972, foi realizada a conferéncia intitulada Saving the Lion Marmoset,

momento-chave em que os poucos dados disponiveis foram revisados por 28
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pesquisadores europeus, norte-americanos e brasileiros. Recomendacgdes de
longo prazo para pesquisa e conservagdo foram estabelecidas, tendo como
coordenadora do manejo e pesquisa da populacdo de cativeiro a pesquisadora
Devra Kleiman, do Smithsonian National Zoo. Sob sua tutela, a populacao de
cativeiro cresceu rapidamente de 70 para 500 individuos (BALLOU, et al.,
2008; KIERULFF et al., 2012).

Desde a década de 1960 Coimbra-Filho estava selecionando areas onde
ainda existiam MLDs para a implantacdo de uma reserva. O melhor local
encontrado foi no entorno do Rio Iguape, no Poco da Anta, onde duas areas
para o estabelecimento da reserva foram escolhidas. Porém, no ano seguinte
(1970), as duas areas foram destruidas. Assim, uma terceira area foi escolhida,
no municipio de Silva Jardim, RJ. Entretanto, apenas em 1974, o decreto
criando a Reserva Biologica de Poco das Antas foi assinado. Essa foi a
primeira unidade de conservacdo desta categoria no Brasil (KIERULFF et al.,
2012; RYLANDS et al., 2008).

Em 1983, teve inicio o Programa de Conservacdo do Mico-Leédo-
Dourado (PCMLD). Esse programa estabeleceu projetos de longo prazo sobre
demografia e a socio-ecologia dos MLDs. O PCMLD também estabeleceu um
programa de reintroducdo e um programa de educacdo ambiental comunitéria
(RYLANDS et al., 2008). O programa de reintroducéo de individuos de cativeiro
comecou em 1984 e durou até o ano 2000, tendo neste ano a populacéo
selvagem atingido um total de 359 micos vivos oriundos do programa (DE
OLIVEIRA et al., 2008). O principal objetivo do PCMLD é estabelecer 2.000
individuos em 25.000 ha de habitat protegido e conectado até o ano de 2025
(meta 2025) e assim garantir uma populacdo com 95% de probabilidade de
sobreviver durante 100 anos mantendo 98% de sua variabilidade genética
(HOLST et al., 2006). Em 1992 € criada a Associacdo Mico-Ledo-Dourado
(AMLD) com o intuito de gerir o PCMLD (RYLANDS et al., 2008).

Durante o levantamento da populacdo selvagem de MLD realizado por
(KIERULFF; RYLANDS, 2003), foram observados grupos isolados em

pequenos fragmentos, além de outras trés populagdes principais. Juntamente
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com o tamanho dos fragmentos e 0 péssimo estado de conservacao desses
fragmentos, a constatacdo de uma area de 2.400 ha sem ocorréncia de MLD
levou a decisdo de translocacao de seis grupos dos pequenos fragmentos para
essa area, a Fazenda Unido em 1994. Em abril de 1998, a Fazenda Uni&o foi

transformada em Reserva Biologica Unido (RYLANDS et al., 2008).
1.2 METAPOPULACAO

Em 2005, no ultimo Population and Habitat Viability Assessment (PHVA)
realizado para o género Leontopithecus, os principais problemas encontrados
para o MLD foram a falta de uma paisagem interligada e a falta de um plano de
manejo de metapopulacdo (HOLST et al., 2006). Durante esse PHVA, os MLDs
foram divididos em 18 populacbes, sendo seis dessas populacdes
consideradas provavelmente viaveis em longo prazo, se conectadas.
Posteriormente, a populacdo da Serra foi dividida em duas: Serra dos Gavides
e Pirinéus (Figura 3). Todas as populacdes provavelmente viaveis estdo
inseridas dentro da Area de Protecdo Ambiental (APA) da bacia do Rio Sdo
Joao/Mico-Ledo-Dourado, criada em 2002 (FERNANDES et al., 2008).

O desmatamento, a construcdo de estradas e outras atividades
antropicas atuam “quebrando” uma area florestal em diversos fragmentos.
Agora, a populacdo que ocupava uma area florestal contigua, esta dividida em
varias populacdes menores, podendo ou ndo haver dispersdo entre o0s
fragmentos. Quando existe dispersédo entre esses fragmentos, a populagcéo
como um todo recebe o nome de metapopulacdo (HANSKI, 1998). Esse
conceito € importante, pois caso essas populacdes fossem manejadas
isoladamente, o risco de extincdo seria maior, ja que pequenas populacées
estdo sujeitas a problemas caracteristicos, como: endocruzamento e
consequentemente a expressdo de alelos deletérios, deriva genética e
catastrofes ambientais. Quando as populagbes estdo inseridas dentro do
conceito de metapopulagéo, esses problemas sédo amenizados (FRANKHAM et
al., 2008).

A Floresta Atlantica é um exemplo de mosaico florestal, sendo inclusa

como um dos 34 hostpots de biodiversidade do planeta. Para ser considerado
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um hotspot, a regido necessita apresentar pelo menos 1.500 plantas
vasculares endémicas e ter perdido pelo menos 70% da sua cobertura original
(MITTERMEIER et al., 2005). Devido a esta devastacdo e a elevada
fragmentacdo, com mais da metade dos seus remanescentes distribuidos em
fragmentos menores que 50 ha (RIBEIRO et al., 2009), o MLD tem hoje a sua
distribuicdo dentro do contexto de metapopulacdo. As sete populagdes
provavelmente viaveis estdo distribuidas de maneira isolada uma da outra,
entretanto para que a meta 2025 seja alcancada, desde 1996 estédo
implantados corredores florestais ligando algumas dessas populacdes e outros

corredores estdo em fase de implantacdo (FERNANDES et al., 2008).

Além dos corredores florestais, € imprescindivel citar o importante papel
das Reservas Particulares do Patriménio Natural (RPPNs) dentro do plano de
metapopulacdo do MLD, sendo tdo importantes quanto os corredores florestais
na funcao de proteger o habitat. Dos 25.000 ha necessérios para se atingir a
meta 2025, 8.700 ha correspondem as Reservas Biologicas Poco das Antas e
Unido. O restante necessario estd localizado dentro de propriedades
particulares e para que a meta seja alcancada, a AMLD desde 1993 oferece a
Linha de Incentivo a criagdo de RPPNs na bacia do Rio S&o Jodo. Até o final
de 2006, 15 RPPNs ja haviam sido criadas dentro da bacia do Rio S&o Joéo,
totalizando mais de 2.400 ha de é&rea florestal (FERNANDES et al., 2008).

1.3 PROBLEMAS DA BAIXA DIVERSIDADE GENETICA EM
POPULACOES PEQUENAS

Talvez a parte mais importante dentro do plano de manejo
metapopulacdo do MLD seja a avaliacdo da diversidade genética dessas
populacdes (GRATIVOL et al., 2008). O resultado desta avaliagdo trard um
suporte eficiente para o manejo, ja que o MLD é uma espécie distribuida em
pequenas populacdes e com um habitat extremamente fragmentado. Nessas
condic¢les, virtualmente qualquer espécie € susceptivel a dois problemas que
aumentam o risco de extin¢do: depressdo endogamica e perda de diversidade
genética. A depressdo endogamica acarretara efeitos negativos na reproducao

e sobrevivéncia, como: baixa sobrevivéncia da prole, baixa qualidade do
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esperma e problemas de cruzamento. Ja a perda de diversidade genética
diminui a capacidade da populacdo em responder a mudancas ambientais,
podendo ser mais afetadas por predadores, parasitas e eventuais mudancas
climéaticas (FRANKHAM, 2003, 2005; O'BRIEN, 2003).

Além da depressao endogamica e da baixa diversidade genética, outro
fator pode afetar populacdes pequenas: a invasdo de espécies exdticas, que
eventualmente irdo competir por recursos. No caso do MLD, as espécies
exoticas sdo do género Callithrix (saguis), incluindo hibridos (DE MORAIS JR.
et al., 2008). Existem relatos de grandes liberagcbes desses animais por
funcionarios do IBAMA entre os anos de 1983-1987 na regido da Serra dos
Gavides e em Silva Jardim. Entrevistas com moradores e proprietarios de
fazendas na regido da bacia do rio Sdo Jodo mostram que a liberacdo de
saguis jA € uma situacdo comum e dados moleculares sugerem que a
introducao desses primatas na bacia do rio Sdo Jodo ocorreu mais de uma vez.
Além da competicdo, os saguis podem facilitar e até mesmo transmitir parasitas
e patégenos para o MLD (DE ANDRADE, 2006; DE MORAIS JR. et al., 2008).

Um tema que foi amplamente debatido dentro da genética de
conservacao foi se problemas nao relacionados a genética aumentavam o risco
de extincAo de determinadas populacbes antes dos problemas de
endocruzamento e baixa diversidade genética surgirem (FRANKHAM, 2003,
2005; LANDE, 1988; SPIELMAN et al., 2004). No cenéario de LANDE (1988),
problemas demograficos teriam um efeito mais imediato que problemas
genéticos, e com isso levariam as populacfes ao colapso antes das desordens
genéticas surgirem. Atualmente, esse cenario é refutado (FRANKHAM, 2009;
FRANKHAM, 2005; SPIELMAN et al., 2004). Esses autores mostraram que o
endocruzamento e a baixa diversidade genética aumentam o risco de extincéo
tanto em populacbes de cativeiro, como em populacdes selvagens
(FRANKHAM, 2009; FRANKHAM, 2005).

Com essa questdo definida, dados moleculares ganharam peso dentro
da biologia da conservacéo. Hoje, eles sao imprescindiveis para os tomadores

de decisdo avaliarem as melhores maneiras de se manejar uma populacao,
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focando no aumento do potencial adaptativo e na restauracao da variabilidade
genética (FRANKHAM, 2009; WEEKS et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade genética de uma populacdo selvagem e de uma
populacao reintroduzida de MLD juntamente com individuos oriundos do litoral
e do Zoolégico de Niter6i. As populacdes selvagem (Serra) e reintroduzida
(Imbal) estdo sendo definidas como individuos dentro de cada unidade de
manejo. O grupo do litoral é representado por individuos encontrados na costa
fluminense. Ja os individuos do zooldgico de Niter6i sdo espécimes

apreendidos oriundos da populagéo selvagem.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimas parametros basicos de genética de populagdes (diversidade
alélica, indice de Fixac&o (Fst) e Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW));

- Estimar a estrutura genética das populacdes estudadas de mico-ledo-
dourado;

- Verificar se a reintroducao estd sendo bem sucedida do ponto de vista
genético.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

A éarea deste estudo concentra-se nos remanescentes da floresta
Atlantica onde ainda ocorrem os MLD, localizada dentro da Area de Protecdo
Ambiental (APA) da Bacia do Rio Sdo Jodo/Mico-Ledo-Dourado, RJ. Das sete
unidades de manejo definidas pelo Population and Habitat Viability Assessment
(PHVA) de 2005 (HOLST et al.,, 2006), trés foram consideradas: Pirinéus,
Gavides e Imbau (Figura 3 e Figura 4). Dentro deste PHVA, a populacdo da
Serra (Pirinéus e Gavides) foi considera prioritaria por se tratar de uma
populacao selvagem e que nunca foi monitorada, sendo assim escolhida como
objeto de estudo desse trabalho. A populacdo de Imbau foi escolhida por ser
uma populacdo reintroduzida, possibilitando deste modo, verificar a
conectividade entre essas unidades de manejo através do fluxo génico.
Também foram analisadas amostras recebidas do litoral e do Zooldgico de
Niterdi. Esses ultimos individuos foram apreendidos de forma ilegal e levados
para o zoologico.
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Area Total: 38685,8 ha
Namero de Unidades de Manejo: 7

Estadios inicial, médio e avancado de regeneracao (exceto ReBio Uniao)
Altitude entre 0 e 500 m

FONTE: Fotointerpretacao a partir de fotografias aéreas 1:20.000,
2004. Plano de Manejo da APA da bacia do rio Sao Jodo/MLD,
ICMBio, 2008; Fotointerpretagaoc a partir de fotografias aéreas, ReBio Uniao, ICMBio.

Figura 3. Mapa das Unidades de Manejo da Metapopulacéo do Mico-Le&o-Dourado. Neste estudo foram analisadas: Pirineus, Gavides (populacdo selvagem
da Serra) e Imbau (populacao reintroduzida); unidades de manejo dentro do circulo vermelho. Fonte: MICKELBERG (2011)
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Localizacdo das Fazendas de Reintroducéo

Nowa Friburgo

Y Pontos Fazendas Reintrodugao 15 Afetiva-810ha ey Rodovia BR-101
1 Sitio Rancho Porteira da Pacoty - 25 ha 16 Sitio Pacoty — nao sabe 2
2 SantaHelena 1-99 ha 17 Cabana :g’/aCmquisra—BISha T FaSRG Yok
3 Nova Esperan¢a - 324 ha 18 Do Estreito - 250 ha ReBios
4 Sitio das Andorinhas - 17 ha 19 Do Rio Vermelho - ndo sabe B Lagos de Jutumaiba
5 Dois Irmaos — 450 ha 20 Fazenda Bom Retiro - 554 ha )
6 Vale do Cedro - 153 ha 21 Fazenda do Amparo-n3osabe MMM Fragmentos florestais
7 lgarape-2225 ha 22 Sitio Sete Jotas - 1125 ha U Bacia do rio Sao Jodo
8 Coqueiro - 60 ha 23 Desterro - ndo sabe E Limites municipais
9 Vendaval -212 ha 24 530 Joao - nao sabe

10 Sio Francisco - 76,5 ha 25 Pedacinho da Pacoty - ndo sabe

11 Santa Barbara-73 ha 26 Sitio do Professor - ndo sabe

12 Iguape - 188 ha 27 Santa Helena 2 - 475 ha

13 BoaVista-445ha 28 Imbai - 405 ha

14 Sitio Cisne Branco- 135 ha

Figura 4. Mapa com a localizacdo das fazendas com individuos reintroduzidos utilizadas neste
estudo: (2) Santa Helena, (15) Afetiva, (16) Pacoty e (28) Imbau. Fonte: OLIVEIRA; KIERULFF;
et al. (2008).
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3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Todas as 116 amostras (de pélo) utilizadas neste estudo foram
coletadas pela equipe de campo da AMLD durante o periodo de 1996 até 2007
seguindo o protocolo de coleta da mesma e estocadas na Cole¢édo de DNA da
fauna e flora selvagens, credenciada como fiel depositaria no CGEN, no
Laboratério de Ciéncias Ambientais (LCA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. As amostras foram estocadas em potes contendo

silica para evitar o acumulo de umidade que aumenta a degradacédo do DNA.
3.3 EXTRACAO DO DNA

O DNA foi extraido no LCA a partir do pélo dos individuos utilizando o kit
de extracdo “DNeasy® Blood & Tissue Kit “ (QIAGEN) seguindo o protocolo do
fabricante: “Purification of total DNA from nails, hair, or feathers using the
DNeasy® Blood & Tissue Kit”. No primeiro passo, aproximadamente 30 pelos
foram colocados em um micro tubo de 1,5 mL contendo 300 pL de tampéao
ATL, 20 pL de proteinase K e 20 uL de 1 M ditiotreitol (DTT). Em seguida a
amostra foi incubada a 56 °C durante a noite em um banho seco de bloco onde
era eventualmente misturada. Apds o pélo ter sido completamente digerido as
amostras foram agitadas em vortex por 15 s e entdo foi adicionado 300 pL de
tampdo AL. Imediatamente apds essa etapa, as amostras foram agitadas em
vortex e depois foi adicionado 300 pL de alcool 100% em cada uma e

novamente elas foram agitadas.

Em seguida, o conteudo do tubo foi transferido para uma coluna
“DNeasy Mini spin column” com tubo coletor de 2 mL e centrifugado a 6.000 x g
(8.000 rpm) durante 1 min. ApOs, o sobrenadante e o tubo coletor foram
descartados e a coluna foi colocada em outro tubo coletor, onde foi adicionado
500 pL de tampéao AW1 e centrifugado a 6.000 x g (8.000 rpm) durante 1 min.
Novamente, o tubo coletor e o sobrenadante foram descartados e a coluna foi
colocada em outro tubo coletor, onde foi adicionado 500 pL de tamp&o AW?2 e
centrifugado a 20.000 x g (14.000 rpm) durante 3 min para secar a membrana.

Depois do tubo coletor e o sobrenadante ter sido descartado, o “DNeasy Mini
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spin column” foi colocado em um micro tubo de 1,5 mL limpo de onde foi
adicionado 200 pL de tamp&o AE diretamente na membrana e incubado a
temperatura ambiente durante 1 min. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas a 6.000 x g (8.000 rpm) durante 1 min.
3.4 AMPLIFICACAO DO DNA E SEQUENCIAMENTO

Foram utilizados um total de nove marcadores de microssatélite
desenvolvidos para o género Leontopithecus: Lchp1, Lchp2, Lchu3, Lchy4,
Lchp5, Lehp6, Lechp9 (GALBUSERA; GILLEMOT, 2007), Lr.P2BH6 e Lr.P5BE6
(GRATIVOL et al, 2001). Os cinco primeiros (Lchuy1-Lchu5) séao

tetranucleotideos, os demais sdo dinucleotideos.

Para a Reacdo em Cadeia de Polimerase (Polymerase Chain Reaction,
PCR em inglés) de todos os iniciadores, foi efetuada uma reagdo com trés
iniciadores: iniciador Forward (F) com adicdo da cauda M13, iniciador Reverse
(R) e o iniciador M13 marcado com uma fluorescéncia utilizando o
termociclador TC412. Essa reacdo desenvolvida por (SCHUELKE, 2000) visa
baratear o custo da PCR. Este método é mais barato, pois a fluorescéncia esta
marcada no iniciador M13, podendo assim ser compartilhada por mais de um

marcador.

O iniciador F tem a sequéncia da cauda M13 adicionada para que ele
possa anelar com a sequéncia do iniciador M13, assim temos um ciclo de PCR
especifico paras os iniciadores F e R e outro ciclo para os iniciadores F e M13.
A proporcdo de iniciadores utilizados no mix para que o iniciador F se
esgotasse e deixasse disponivel a cauda M13 foi: 15(R):1(F):15(M13). O mix
foi realizado da seguinte maneira: 50 pL M13 [10 uM], 3,375 pL F [10 uM], 50
pML R [10 uM] e 396,625 pL de agua ultra pura totalizando 500 pL de mix.

As reagOes de PCR continham um volume total de 10uL e foi composta
por dois conjuntos de ciclos com temperaturas de anelamento diferentes: o
primeiro conjunto com 30 ciclos foi realizado para a amplificacdo utilizando o

iniciador especifico de cada alelo. Ja o segundo conjunto com 10 ciclos buscou
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a amplificacéo utilizando o iniciador M13. As caracteristicas das nove reacoes

estao contidas nas Tabela 1 e Tabela 2.

Apos a PCR, as amostras e o controle negativo foram submetidos a uma
eletroforese em gel de agarose 2% para fins de otimizacdo e observar o
resultado do controle negativo da PCR. Todo o procedimento de PCR e
eletroforese em gel foi realizado no LCA. Depois de verificar a reagéo de PCR,
as amostras foram divididas em dois conjuntos de acordo com a fluorescéncia
de cada iniciador e foi utilizado um protocolo de precipitacdo para serem
corridas no sequenciador automatico ABI 3500 no Laboratério de Microbiologia

da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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Tabela 1. Caracteristicas da reacéo de PCR para todos os I6cus estudados.

Alelo Repeticdo Te°C inicial Primeiro ciclo — 30x Segundo ciclo — 10x Extenséo final
Denaturagéo Anelamento Extenséo Denaturagéo Anelamento Extenséo
Lchu1 TETRA 94°C-5min 94°C-30sec 56°C-45sec 72°C-45sec 94°C-30sec 53°C—-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lchp2 TETRA 94°C-5min 94°C-30sec 60°C-45sec 72°C-45sec 94°C-30sec 53°C—-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lchu3 TETRA 94°C-5min 94°C-30sec 60°C-45sec 72°C-45sec 94°C-30sec 53°C—-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lchu4 TETRA 94°C-5min 94°C-30sec 56°C-45sec 72°C-45sec 94°C-30sec 53°C—-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lchub TETRA 94°C —5min  94°C—-30sec 58°C-45sec 72°C-45sec 94°C—-30sec 53°C-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lchu6 DI 94°C —5min  94°C—-30sec 56°C—-45sec 72°C-45sec 94°C—-30sec 53°C-45sec 72°C-45sec 72°C—30min
Lchu9 DI 94°C —5min  94°C—-30sec 58°C-45sec 72°C-45sec 94°C—-30sec 53°C-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lr.P2BH6 DI 94°C—-5min  94°C -30sec 55°C-45sec 72°C-45sec 94°C-30sec 53°C-45sec 72°C-45sec 72°C-30min
Lr.P5BE6 DI 94°C —-5min  94°C - 30sec 55°C-45sec 72°C-45sec 94°C-30sec 53°C-45sec 72°C-45sec 72°C-30min




Tabela 2. Continuagéo das caracteristicas da reagédo de PCR para todos os l6cus estudados.
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Reagentes
Alelo-
Fluorescencia Mpdo Tampao de MgCl2 dNTP TAQ Trehalose BSA H20 DNA
iniciador PCR Platinum
Lchu1-VIC 2,0pL (10uM)  10uL (1X) 04 puL(2pM) 0,5 pL (100 uM) 0,2 uL (1U) 1,0 uL 1,0 uL 3,9 UL 1,0 uL
Lchp2-FAM 2,0 il (10pM) 1,0 L (1X) 0,3 pL (1,5pM) 0,5 pL (100 uM) 0,2 L (1U) 1,0 uL 1,0 L 4,0 pL 1,0 uL
Lchp3-FAM 2,0 il (10pM) 1,0 UL (1X) 0,3 pL (1,5pM) 0,5 puL (100 uM) 0,2 L (1U) 1,0 uL 1,0 L 4,0 pL 1,0 uL
Lchu4-VIC 2,0 uL (A0pM) 1,0 pL (IX) 0,4 pL (2 uMm) 0,5 pL (100 puM) 0,2 yL (1V) 1,0 uL 1,0 yL 3,9 uL 1,0 yL
Lchu5-NED 2,0 uL (A0pM) 1,0 uL (IX) 0,4 pL (2 uMm) 0,5 pL (100 uM) 0,2 uL (1V) 1,0 uL 1,0 yL 3,9 uL 1,0 yL
Lchu6-NED 2,0 uL (A0pM) 1,0 uL (IX) 0,4 pL (2 uMm) 0,5 pL (100 uM) 0,2 uL (1V) 1,0 uL 1,0 yL 3,9 uL 1,0 uL
Lchu9-FAM 2,0 uL (A0pM) 1,0 uL (IX) 0,4 pL (2 uMm) 0,5 pL (100 uM) 0,2 uL (1V) 1,0 uL 1,0 yL 3,9 uL 1,0 uL
Lr.P2BH6-FAM 2,0 uL (10uM) 1,0l (1X)  0,2puL (LpM) 0,5 pL (100 uM) 0,2 L (1U) 1,0 uL 1,0 uL 4,1 pL 1,0 uL
Lr.P5BE6-VIC 2,0 L (10uM) 1,0uL (1X) 0,2uL (L puM) 0,5 pL (100 uM) 0,2 pL (1U) 1,0 pL 1,0 pL 4,1 L 1,0 pL
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os arquivos .fsa gerados pelo sequenciador foram analisados utilizando
o programa GeneMarker 2.0 (SoftGenetics). O resultado é exibido como um
eletroferograma em que € possivel observar o tamanho e intensidade de cada
fragmento de acordo com a sua fluorescéncia. O tamanho de cada fragmento
foi anotado em uma planilha do programa MS Excel®, juntamente com o
individuo e o lécus que ele representava. Devido a utilizacdo de varios
programas com diferentes formatos de entrada, também foi adotado dois
programas conversores: Convert (GLAUBITZ, 2004) e PGDSpider (LISCHER,;
EXCOFFIER, 2012).

3.5.1 Andlises Basicas de Genética de Populacdes

Para verificar a presenca de alelos nulos, foi utilizado o programa
MICRO-CHECKER 2.2. (VAN OOSTERHOUT et al.,, 2004). Este programa
compara a distribuicdo dos gendtipos observados contra a distribuicdo aleatéria
dos genodtipos para estimar possiveis erros de genotipagem causados por
baixa concentracdo de DNA, amplificacdo preferencial de alelos pequenos e
mutacdes na regido do iniciador que impediriam a amplificacdo de um dos
alelos.

O programa HP-Rare (KALINOWSKI, 2005) foi utilizado para avaliar a
diversidade genética de todas as populacdes estudadas. Foi verificado o
ndmero e a riqueza de alelos, a ocorréncia de alelos privados e alelos fixados
dentro de uma populagdo. Também foi avaliada a frequéncia alélica utilizando o

tamanho amostral minimo para o calculo.

O programa Arlequin 3.2.1.2 (EXCOFFIER, et al., 2005) foi utilizado para
estimar os valores do indice de Fst e desvios do EHW. O Fst mostra o nivel de
diferenciacdo genética entre duas populacdes, variando de 0 (sem
diferenciacao) e 1 (fixacdo de alelos alternativos) (HOLSINGER; WEIR, 2009).
O EHW mostra que populagbes com tamanho grande, com cruzamentos
aleatdrios e que nao estejam sofrendo selecdo tem uma frequéncia genotipica
constante (p%:2pq:q°, no caso de dois alelos) apés uma geracdo e essa

frequéncia se mantem ao longo das proximas gerac¢des. Assim, o EHW & um
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bom paréametro para se mensurar, pois em populacdes naturais a variacao
dessas frequéncias pode indicar que alguma dessas trés prerrogativas esteja
sendo violada (RIDLEY, 2006).

3.5.2 Estrutura Genética

O programa Structure 2.3.3 (PRITCHARD et al., 2000) foi usado para
verificar a estrutura gene tica entre as populagdes estudadas. Este programa
utiliza uma abordagem bayesiana em que é assumido K populacbes, EHW e
equilibrio de ligacdo. Utilizando uma abordagem markoviana (Markov Chain
Monte Carlo — MCMC), o programa calcula a probabilidade logarotimizada a
posteriori de K, atribuindo ao K um grupo de frequéncias alélicas em cada

l6cus, desta forma, individuos séo agrupados de acordo com o seu genatipo.

Foram realizadas 10 corridas independentes com K variando de 2 a 9
com 500.000 periodos de burn-in e 500.000 periodos de MCMC utilizando os
modelos de admixture e correlated allele frequencies. Foi realizada a média
dos 10 valores de LnP(D) de cada K e depois calculado o AK. Com os valores
de LnP(D) e AK, foi estimado o K mais provavel. Apos a escolha do K mais
provavel, foi efetuada uma corrida com esse K e com informacao geogréfica a
priori dos individuos, para observar a presenca de individuos migrantes ou
misturados. Esta observacdo depende do valor g (HAAG et al., 2010), que é a
probabilidade do individuo ser membro do grupo: g > 0,8 representa um
individuo residente, 0,2 < g < 0,8 representa um individuo misturado, q < 0,2

representa um individuo migrante.

O pacote Geneland (GUILLOT et al.,, 2005) para a linguagem R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012) também foi utilizado para estimar o
namero de populagbes dos individuos analisados. Ele também utiliza uma
abordagem bayesiana para estimar o numero de grupo das amostras
analisadas. Este pacote foi desenvolvido para trabalhos de genética da
paisagem, porém quando os dados de localizagdo ndo séo informados, a sua

abordagem fica similar a do Structure.

Foi realizada uma corrida com 4.000.000 periodos de MCMC, porém

apenas o valor a cada 1.000 iteracdes foi salvo, restando um total de 40.000
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periodos. Foi realizado o burn-in de 10.000 das iteracbes restantes e as

andlises foram efetuadas com as 30.000 iteracdes restantes.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES BASICAS DE GENETICAS DE POPULACOES

Do total de 116 amostras, 78 foram extraidas com éxito. Essas amostras
pertencem a 23 diferentes grupos sociais e a individuos sem origem conhecida.
Os grupos com a quantidade de individuos em cada séo: Sr. Zé (7), Sr. Irineu
(2), 2 plat. ML (7), 1 plat. ML (2), plat (3), plat palmeiras (2), palmeiras (1) e
Santa Fé (6) da Serra; sem origem (5), Sidnei (2), Sidnei Il (2), SH 2 (3), LA 2
(6), PI (Imbad, 2), PI (Pacoty, 1), AF (2), OL (2), PF (7), SI (1), PF2 (1), PL (4) e
SH9 (1) de Imbau; Litoral (5) e Zooldgico de Nitéroi (4) (Anexo ).

Foram encontrados alelos nulos nas populacdes da Serra e Imbaud. Nos
grupos do Litoral e do Zooldgico a analise ndo foi possivel devido a pouca
guantidade de amostras. Quando todas as amostras foram analisadas juntas,

também foi encontrado alelos nulos (Tabela 3).

Tabela 3. Locus onde foram observados alelos nulos nas populagbes da Serra, Imbau e
quando todos os individuos foram colocados juntos.

Alelos nulos
Serra Imbau Geral
Lchp9 X X X
Lchu4d - - X
Lchu3 X X X
Lchu5 - - -
Lchul - X X
Lchu6 X X X
Lchu2 X - X
Lr.P2BHG6 X X X
Lr.P5BE6 - - -

O numero de alelos por lécus variou de dois (Lchpyl e Lchuy2) a 10
(Lchu6), sendo encontrado um total de 45 alelos em todas as populagcdes

(512,78 alelos por locus). O maior nimero médio de alelos (4,11) foi
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encontrado na populacdo de Imbau, assim como a maior riqueza media de
alelos (2,21). O numero total de alelos privados foi de 15, sendo mais da
metade encontrada na populacdo de Imbau (8). Ja o numero total de alelos
fixados foi de 10, sendo que metade (5) foi encontrada no grupo do Zooldgico
(Tabela 6).

Os valores de Fst foram calculados dividindo as populagdes em regides
geograficas (Tabela 4). A menor distancia foi encontrada entre as populacdes
de Serra e Imbau (0,13) e a maior distancia foi encontrada entre a populacao
do Litoral e do Zooldégico (0,54).

No total, nove loci em todas as populacdes se encontram fora do EHW
(p<0,05): quatro na populacdo da Serra e cinco na populacdo de Imbad. Assim
como o numero médio de alelos por l6cus, os maiores valores de H, (0,28) e He
(0,42) foram encontrados na populacdo de Imbau. Ja na populacdo da Serra 0s
valores forem de Ho = 0,23 e He = 0,36 (Tabela 5). Ao se eliminar os loci com
menor diversidade, que por pertencerem a outra espécie podem ter um menor
polimorfismo para o mico-ledo-dourado (ELLEGREN et al., 1997), os valores de
Ho e He foram respectivamente de 0,37 e 0,60 para a populacdo da Serra e
0,49 e 0,69 para a populacéo de Imbadu.

Tabela 4. Valores de Fst entre 0os quatro grupos estudadas.

Serra Imbau Litoral Z00
Serra -
Imbau 0,13 -
Litoral 0,24 0,21 -

Z00 0,34 0,35 0,54 -
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Tabela 5. Medidas de diversidade de nove loci para as quatro populacdes estudadas. Numero de individuos estudados por I6cus (N) e populagéo, nimero de
alelos (Na), riqueza alélica (RA), heterozigosidase observada (Ho) e Heterozigosidase espera (He).

Serra (n = 30) Imbau (n = 39) Litoral (n = 5) Zoo (n=4)

Lécus N Na RA Ho He N Na RA Ho He N Na RA Ho He N Na RA Ho He

Lchu9™? 27 3 2,18 0,18 0,5 31 2 1,98 0,23 0,51 5 1 1 0 0 3 1 1 0 0

Lchu4 22 5 2,79 0,5 0,6 33 4 3,15 0,64 0,73 3 2 2 0 0,53 4 1 1 0 0
Lchpd? 28 3 2,07 029 0,45 36 4 2,72 033 0,63 5 2 1,6 0,2 0,2 3 3 3 0 0,8
Lchus 25 1 1 0 0 34 2 1,09 0,03 0,03 4 3 25 025 0,46 3 2 2 0,33 0,33

Lchul? 27 1 1 0 0 37 2 1,16 0 0,05 5 2 1,87 0 0,36 4 1 1 0 0
Lchue™? 29 5 223 024 041 36 8 3,34 056 0,74 5 3 283 06 0,69 4 3 2,5 0,5 0,46

Lchu2* 27 2 1,21 0 0,07 32 1 1 0 0 5 1 1 0 0 3 1 1 0 0
Lr.P2BH6™ 30 4 2,57 0,1 0,59 36 8 3,06 036 0,66 5 3 286 04 0,71 4 2 19 05 043

Lr.P5BE6 30 5 2,8 0,7 0,66 39 6 2,43 0,41 0,47 5 2 1,97 06 047 4 1 1 0 0
Média - 322 198 0,23 0,36 - 411 221 028 042 - 211 196 0,23 0,38 - 167 161 0,15 0,22

‘em desequilibrio de HW na populacéo da Serra (p<0,05)
“em desequilibrio de HW na populagéo de Imbau (p<0,05)
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Tabela 6. Frequéncia de alelos e distribuigdo de alelos privados e loci monomérficos. Em azul,
alelos privados e em rosa, loci monomorficos para a populacgéo.

Lécus Alelos Populactes
Serra Imbadu Litoral Z00

Lchu9 420 0,037 0 0 0

422 0,537 0,5 0 1

424 0,426 0,5 1 0
Lchu4 393 0,068 0,348 0 0

397 0,227 0,318 0,667 0

401 0,591 0,227 0 1

405 0,045 0,106 0,333 0

409 0,068 0 0 0
Lchu3 324 0 0,028 0 0

332 0,036 0,264 0 0,333

336 0,268 0,528 0,1 0,333

340 0,696 0,181 0,9 0,333
Lchu5 254 1 0,985 0,750 0,833

274 0 0,015 0 0,167

282 0 0 0,125 0

286 0 0 0,125 0
Lchul 206 1 0,973 0,8 1

210 0 0,27 0,2 0
Lchu6 173 0 0,028 0 0

177 0,034 0 0,2 0

179 0 0,14 0 0

183 0,034 0,14 0 0,125

185 0,121 0,181 0,5 0

187 0 0,042 0 0

191 0 0 0 0,125

193 0,759 0,389 0 0

195 0,052 0,292 0 0,75

197 0 0,042 0,3 0
Lchu2 312 0,963 1 1

316 0,037 0 0
Lr.P2BH6 122 0 0,014 0 0

124 0,033 0,028 0 0

126 0 0,042 0 0,75

128 0,1 0,028 0 0

130 0,3 0,528 0,4 0

132 0,567 0,250 0,4 0,250

134 0 0,42 0,2 0

136 0 0,069 0 0
Lr.P5BE6 118 0 0,013 0 0

120 0,167 0,064 0 0

126 0,017 0,064 0 0

128 0,017 0 0 0

130 0,433 0,718 0,7 0

132 0 0,026 0 0

134 0,367 0,115 0,3 1
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4.2 ESTRUTURA GENETICA

O maior valor médio de LnP(D) (-891,51) e o maior valor médio de AK
(65,54) foi encontrado no programa Structure quando K = 6. A analise realizada
no programa Geneland também encontrou uma maior probabilidade das
amostras analisadas estarem compostas em seis grupos (60%) (Figura 5). Dois
dos grupos identificados foram oriundos da area geografica correspondente a
populacao da Serra, um do Litoral, um do Zooldgico e os outros dois de Imbad.
Entretanto, os grupos encontrados em Imbal ndo podem ser identificados
devido a elevada “admixture” presente nesta populacao (Figura 6).

Quando K =4 (de acordo com as areas geogréficas; Figura 7) também é
possivel observar a formacéo de dois grupos distintos na populacédo da Serra,
um grupo no Litoral, um grupo do Zooldgico, mas nenhum grupo homogéneo

identificavel na populacao de Imbad.
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Figura 5. Saida do programa Geneland para inferir o nimero correto de grupos das amostras.
A esquerda, o resultado do melhor numero de grupos a cada iteracdo e a direita os grupos
organizados por histograma de densidade.
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Figura 6. Saida do programa Structure com K = 6. Cada barra representa um individuo e a sua
probabilidade de pertencer a um grupo genético. Cada cor representa um K. Grupo 1 = Serra,
grupo 2 = Imbau, grupo 3 = Litoral e grupo 4 = Zoo. Pode-se observar dois grupos na
populagdo da Serra, um grupo do Litoral e um grupo do Zoo. Entretanto ndo é possivel
observar dois grupos determinantes na populagdo de Imbad, indicando um alto grau de
admixture.
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0.z20
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1 5 3 4

Figura 7. Saida do programa Structure com K = 4. Cada barra representa um individuo e a sua
probabilidade de pertencer a um grupo genético. Cada cor representa um K. Grupo 1 = Serra,
grupo 2 = Imbau, grupo 3 = Litoral e grupo 4 = Zoo.

Quando as analises foram realizadas com a informacgéo da populacdo de
cada individuo, foi possivel observar uma estrutura acentuada tanto com K = 6
(maior probabilidade de grupos inferidos pelo Structure e Geneland) como com
K = 4 (de acordo com as areas geograficas) (Figura 8). Também foi possivel
observar individuos migrantes (individuos 18, 26, 27 e 30) e misturados
(individuos 25, 28, 33, 35, 39, 62 e 71), sendo que em ambos os K o0s
individuos migrantes e misturados foram os mesmos, exceto pelo individuo 71,
inferido como migrante apenas com K = 6 e pelo individuo 26 que para K = 4 foi

considerado misturado e para K = 6 foi considerado migrante.
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Figura 8. Saida do Structure quando foi informado a localidade geografica a priori. (A) K = 4, (B) K = 6. Cada barra representa a propor¢éo de um individuo
pertencer a determinado grupo genético. E possivel observar uma melhor resolucdo com K = 6, resultado que mostra mais individuos migrantes e
misturados.
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Dos individuos migrantes, o individuo 18 pertence ao grupo 2 plat. ML, ja
os individuos 26, 27 e 30 pertencem ao grupo de Santa Fé. Dos individuos
misturados, os individuos 25 e 28 também pertencem ao grupo de Santa Fé.
Todos esses individuos estdo localizados dentro da regido da Serra. Na
populacao de Imbad, os individuos considerados misturados foram: o individuo
39, que pertence ao grupo OL, os individuos 33 e 35, que sdo do grupo PI
localizado na Faz. Imbad, o individuo 62, pertencente ao grupo PL e o individuo

71 que pertence a populacédo do Litoral.
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5 DISCUSSAO

5.1 DIVERSIDADE GENETICA

Os resultados de diversidade genética mostram uma média de Ho de
apenas 0,22. Essa média fica abaixo do estudo prévio de MLD. GRATIVOL et
al. (2001) encontraram em média uma H, de 0,49. Em comparacdo com outras
espécies de micos-ledes, como o mico-ledo-da-cara-preta (Ho = 0,56) e 0 mico-
ledo-da-cara-dourada (H, = 0,45) o valor também foi inferior. Quanto ao
namero médio de alelos por l6cus, o mico-ledo-dourado possuiu um namero
superior as dos Mico-Ledo-da-Cara-Preta e Mico-Ledo-Preto e menor que o
Mico-Le&o-da-Cara-Dourada (Tabela 7).

Tabela 7. Niumero médio de alelos, heterozigosidase observada e heterozigosidase esperada

de trabalhos do género Leontopithecus, de espécies com popula¢des pequenas e de espécies
com populagdes reintroduzidas.

Espécie NA Ho He Fonte
Mico-Le&o-Dourado* 5 0,25 0,44 Este estudo
Mico-Le&o-Dourado** 6,2 0,37 0,64 Este estudo
Mico-Le&o-Dourado 2,78 0,49 0,54 GRATIVOL et al., 2001
Mico-Leé&o-da-Cara-Dourada 6 0,45 0,42 MORAES, 2011
Mico-Le&o-da-Cara-Preta 256 0,48 0,56 MARTINS; JUNIOR, 2011
Mico-Led&o-Preto 2,14 - 0,29 PEREZ-SWEENEY et al., 2005
Onga-Pintada 7,2 0,68 0,73 HAAG et al., 2010
Peru selvagem* - 0,70 0,76 LATCH; RHODES, 2006
Urso-Preto* - 0,64 0,72 ONORATO et al., 2006
Red grouse* - 0,67 0,62 MCMAHON et al., 2012

NA = nimero médio de alelos; H, = Heterozigosidade observada e H, = Heterozigosidase
esperada.

*espécies reintroduzidas

**axcluindo os trés loci menos diversos por terem sido desenvolvidos para outra espécie.
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A comparagdao desses resultados pode ser melhor entendida se
levarmos em conta a reintroducdo que ocorreu na histéria do MLD. Em 1984,
com o inicio do programa de reintroducdo do MLD, animais de cativeiro foram
reintroduzidos na natureza (KLEIMAN; RYLANDS, 2008). Esses animais tém
diferentes origens, incluindo zoologicos. Individuos de zooldgico
frequentemente possuem uma baixa diversidade genética causada por
endogamia (RALLS; BALLOU, JONATHAN, 1986). Além disso, € possivel que
essa baixa diversidade também tenha como fator a perda da diversidade
genética devido a fragmentacdo da Floresta Atlantica. GRATIVOL (2003)
estimou em 67% a perda da diversidade genética do MLD em nivel

mitocondrial.

Mesmo com 0 manejo genético das populacdes de cativeiro, este estudo
mostrou uma elevada homozigose nos individuos reintroduzidos. Deste modo,
€ natural que a Ho do MLD seja baixa em relacdo as outras espécies, pois
metade das amostras utilizadas (N = 39) tem origem em cativeiro e também
porque os individuos reintroduzidos foram mantidos em seus grupos de origem,
ou seja, individuos de um mesmo zoolégico foram conservados juntos para
formar a populacdo reintroduzida (Andréia Martins, AMLD, comunicacao
pessoal). Essa mesma ideia explica 0 maior numero médio de alelos por l6cus,
pois individuos de diferentes lugares carregam com si diferentes alelos. Assim,
€ possivel observar um maior numero médio de alelos por I6cus junto com uma

baixa Ho.

Diferente desse padrdo € possivel citar o caso da oncga-pintada (HAAG
et al., 2010), uma espécie que também possui como caracteristica pequenas
populacdes e habitat fragmentado, porém néo foi observado um baixo nimero
de Ho em relacdo a He, sendo também observado um nimero médio de alelos
semelhante ao MLD. Dessa forma, € sugerido que a reintroducdo MLD foi
responsavel por essa baixa Ho, mesmo que numero médio de alelos seja

similar a das espécies citadas.

Em algumas espécies reintroduzidas € possivel observar nuameros
similares aos encontrados por MORAES, 2011 e HAAG et al., 2010 em relagéo
a He/Ho (LATCH; RHODES, 2006; MCMAHON et al., 2012; ONORATO et al.,
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2006). Apesar da reintroducdo ocorrida, os valores de He e Ho nao foram
discrepantes, possivelmente devido ao maior numero de individuos dessas
espécies, maior dispersdo e/ou porque a populagéo “fonte” continha uma alta

variabilidade genética, diferente do MLD.

O trabalho anterior de MLD (GRATIVOL et al., 2001) descreve valores
diferentes de heterozigosidade e numero médio de alelos, porem foi utilizado
quatro l6cus especificos para a espécie e nenhuma das populagcfes estudadas
era composta por individuos reintroduzidos. Ao se excluir os trés loci com
menor diversidade, loci esses que n&o foram desenvolvidos para o MLD, foi
observada uma Ho = 0,37 e uma He = 0,67. Loci de microssatélite que séo
desenvolvidos para uma espécie podem apresentar uma menor variabilidade
quando utilizadas em outras espécies, mesmo gque estas tenham uma relacéo
filogenética proxima (ELLEGREN et al, 1997). Porém, foi decidida a
manutencao desses trés loci, pois nenhum deles foi monomorfico e porque em
dois desses loci foram encontrado variagdo no grupo do Litoral, sendo que dois

dos cinco alelos foram privados.

A maior ocorréncia de alelos privados na populagcédo de Imbau (8), assim
como o maior numero médio de alelos e a baixa Ho, pode ser explicada pela
reintroducdo ocorrida nesta populacdo: individuos de diferentes locais
carregam com si diferentes alelos. E natural que Imbat possua o maior nimero
de alelos privados, visto que foi formado a partir da reintroducédo de grupos de
diferentes localidades. Analogamente, seria como se Imbau fosse composto
por individuos de varias popula¢gbes. Ao contrario de Imbaul, é esperado que
metade dos loci monomoérficos tenham sido encontrados nos individuos do
Zooldgico, ja que estes individuos sao provavelmente de um mesmo grupo
social, apesar de ter sua origem desconhecida. Ja o grupo do Litoral apresenta
dois alelos privados (no mesmo lécus) e dois loci monomérficos. Apesar de ser
formada por apenas cinco individuos neste estudo, a populacdo do Litoral foi a
gue apresentou maior diversidade do DNA mitocondrial em um estudo anterior
(GRATIVOL, 2003). Assim, esse baixo numero de loci monomorfico encontrado

dentro de um grupo social pode estar relacionada a esta maior diversidade.
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5.2 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG E ALELOS NULOS

O EHW constitui a base tedrica da Genética de Populacdes e o estudo
desse teorema é importante, pois a partir do seu padrdo de frequéncias
genotipicas (p%2pqg:g?), é possivel explorar com maior clareza a genética de
populagcbes naturais. Para que uma populacdo esteja em EHW é necessario
que (1) a populacdo nado esteja sofrendo selecdo, (2) que os cruzamentos
estejam ocorrendo de forma aleatoria e que (3) o tamanho populacional seja
“‘infinito” (RIDLEY, 2006). O desvio das frequéncias do EHW € um indicador de
que algum desses principios esteja sendo violado e como se pode observar,

todas as quatro popula¢cdes estao fora do EHW.

A andlise de alelos nulos depende do EHW, pois o programa MICRO-
CHECKER calcula a quantidade de homozigotos e compara com uma
distribuicdo aleatéria dos gendtipos. Assim, quando h& um excesso de
homozigotos o programa infere se foi devido & presenca de alelos nulos,
dominancia de pequenos alelos ou erros associados a “gagueira”. Neste
estudo, o programa acusou alelos nulos para sete dos loci quando todas as
amostras foram testadas juntas e cinco quando foram testadas separadas
(Tabela 3).

Como o programa faz uma inferéncia baseada na frequéncia de
heterozigotos, foi decidido que nenhum loci seria eliminado da andlise porque é
natural que essas popula¢cdes de mico-ledo-dourado tenham um nimero mais
elevado de homozigotos, devido a reintroducdo ocorrida em uma das
populacdes. Além disso, o baixo nimero de heterozigotos pode ser causado
por endogamia e estruturacao da populagéo (HAJJI et al., 2007), cujo resultado

sera descrito adiante.
5.3 ESTRUTURA GENETICA

Como duas das populacdes deste estudo sdo formadas por individuos
de um mesmo grupo, apenas o resultado de Fsr entre Serra e Imbau sera
considerado (Tabela 6). O valor encontrado (0,13) é condizente com a analise

do STRUCTURE que mostra diferenca entre essas duas populacdes, apesar



47

de um grupo da Serra ter similaridade com Imbau, cujo resultado sera descrito
adiante. Resultado similar foi encontrado para o mico-ledo-da-cara-dourada
(0,12) (MORAES, 2011) entre duas regifes que possuem individuos com maior
similaridade genética inferidas pelo STRUCTURE. O baixo Fst do mico-ledo-
dourado pode ser atribuido a presenca de alguma conexao entre Imbau e Serra
que possivelmente possibilitou o estabelecimento de individuos de Imbad na
populacdo da Serra (DE OLIVEIRA, et al., 2008; ASSOCIACAO MICO-LEAO-
DOURADO, 2012).

O melhor valor de K encontrado tanto pelo STRUCTURE como pelo
GENELAND foi K = 6. Entretanto analises com K = 4 também foram realizadas,
pois foram utilizadas amostras de areas geograficas distintas e um grupo com
origem desconhecida. Ao se analisar a Figura 6 do STRUCTURE com K =6 é
possivel verificar a presenca de dois grupos dentro da populacédo da Serra, 0
grupo do Litoral e o grupo do Zooldgico. Entretanto ndo é possivel identificar
nenhum grupo distinto dentro da populacdo de Imbad. Em um trabalho com
populacdes reintroduzidas de Mauritius Parakeet (Psittacula echo), RAISIN et
al., 2012 apresenta a estrutura genética antes e depois da reintroducao, sendo
possivel observar estrutura entre as populagdes antes da reintroducdo. Apos a

reintroducdo, ndo existe mais estrutura, e sim uma elevada admixture.

Sendo o valor ideal de K = 6, foram observados dois grupos na Serra, 0
grupo do Litoral e o grupo do Zooldgico de Niterdi. Assim, restariam dois
grupos para preencher a populacao de Imbau, porém devido a admixture dessa
populacdo, ndo foi possivel observar esses dois grupos. Essa admixture
corrobora com a reintroducdo que ocorreu nessa area (KLEIMAN; RYLANDS,
2008; DE OLIVEIRA et al., 2008). Imbau foi formada com a reintroducéo de
individuos de zoologicos em 1984, porém essa reintroducdo durou até 2000.
Assim, é natural que alguma “mistura” tenha acontecido, devido a dispersao
dos animais e também ao manejo de individuos entre grupos distintos (Andréia

Martins, AMLD, comunicagao pessoal).

Dentro da populacéo da Serra, foram inferidos dois grupos distintos. O
segundo grupo é formado por individuos de apenas um grupo social,

correspondente a fazenda Santa Fé. A composicdo genética deste segundo
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grupo é parecida com a composicao de alguns individuos de Imbadu, sugerindo
um deslocamento, possivelmente de Imbal para essa regido, como o0s
resultados de individuos migrantes mostram. Esse fato é sustentado pela
confirmacdo de conexfes florestais existentes entre Imbalu e Serra
(ASSOCIACAO MICO-LEAO-DOURADO, 2012).

Ao utilizar informagdo a priori da localizagdo dos individuos e
compararmos os resultados de K = 4 e K = 6, fica clara a melhor resolugao da
andlise utilizando o resultado de K = 6, informando individuos misturados e
migrantes que ndo aparecem com K = 4. Sendo assim, para a analise de

migrantes esse trabalho se centrou no resultado de K = 6.

Dentro da populacédo da Serra, todos os individuos (exceto o individuo
29) do grupo de Santa Fé, que nas analises sem informacao a priori mostraram
ser de um grupo separado dos demais individuos, foram marcados como
migrantes (dois) ou misturados (trés) e similares aos individuos de Imbau. Esse
grupo dentro da populacdo da Serra, com identidade genética similar a
individuos de Imbau, sugere que houve uma migracdo no sentido Imbau ->

Serra, visto que nao existe presenca de individuos da Serra dentro de Imbad.

Ainda na populacdo da Serra, o individuol8 foi geneticamente similar
aos individuos do Zoolégico de Niter6i. Essa informacado pode sugerir que este
grupo foi capturado nessa populagédo, porém algum membro pode néo ter sido
capturado e depois esse individuo que restou foi aceito em outro grupo, ja que
na época da apreensdo era um macho juvenil e individuos nessa idade néo

formam grupos (Carlos Ruiz-Miranda, comunicag¢ao pessoal).
5.4 SUPORTE A ESTRATEGIA DE METAPOPULA(;AO

A andlise utilizando todo o grupo social pode superestimar o valor de K
(HAAG et al., 2010), entretanto foi necessario usar todo o grupo para avaliar
aspectos importantes como admixture, dispersao dentro e entre as unidades de
manejo, determinar a origem de individuos desconhecidos e a efetividade da

reintroducéo do ponto de vista genético.
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Esses dados d&o suporte e visam auxiliar o manejo e a conservacao do
mico-ledo-dourado através do PCMLD. Apesar de existir desde 1983, este é
apenas o terceiro projeto com dados moleculares visando a conservacao da
espécie (GRATIVOL et al., 2001; GRATIVOL, 2003) e o primeiro analisando
uma populacao reintroduzida. Mesmo com o grande numero de informacdes
existente para as populacdes reintroduzidas, sendo possivel inclusive realizar
andlises de pedigree, a biologia molecular pode ampliar e elucidar algumas
questdes que o esforco de campo ndo é capaz, como a origem de individuos
desconhecidos e dispersdo entre unidades de manejo (devido ao nao
monitoramento em todas elas), ou entdo confirmar resultados obtidos, como a
baixa dispersdo até mesmo dentro das unidades de manejo (MICKELBERG,
2011). Além disso, este estudo fornece suporte a abordagem de

metapopulacdo do PCMLD.

Essa abordagem de metapopulacéo é necesséria devido a fragmentacao
ocorrida na Floresta Atlantica e também pela distribuicdo fragmentada das
populacdes de MLD (Figura 3). A intensa ocupacao humana no litoral brasileiro,
atualmente resta apenas 11,7% de sua vegetacao original e a maioria dos
remanescentes esta contida em fragmentos menores que 50 ha. Dentro da
sub-regido Serra do Mar, onde o habitat do MLD est4 inserido, 36,5% da
vegetacao original permanece (RIBEIRO et al., 2009).

Atualmente, o maior problema do PCMLD reside na qualidade e no
tamanho de habitat disponivel para o MLD, pois ainda ndo estao disponiveis 0s
25.000 ha conectados requeridos para a espécie (DE OLIVEIRA et al., 2008) e
a maior parte dos remanescentes de Floresta Atlantica estdo distribuidos em
fragmentos menores que 50 ha (RIBEIRO et al., 2009). Além disso, mesmo que
houvesse o0s 25.000 ha, essas areas deveriam estar conectadas para garantir a

estrutura de metapopulacéo dessa espécie.

O PCMLD conta atualmente com sete unidades de manejo, sendo duas
formadas com individuos selvagens, trés compostas a partir de individuos
reintroduzidos e outras duas formadas por grupos translocados de outros
fragmentos menores que nao garantiriam uma populacédo viavel caso ainda

estivessem separados (DE OLIVEIRA et al.,, 2008). Junto as unidades de
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manejo, corredores florestais estdo sendo implantados desde 1996 para que
essa abordagem de metapopulacdo seja estabelecida e a meta 2025
alcancada. O uso desses corredores é importante, pois € através deles que ir4
ocorrer a dispersédo dos individuos, garantindo o fluxo génico entre as unidades
de manejo e a redugcdo de endocruzamento (DE OLIVEIRA et al., 2008;
PARDINI et al., 2005).

Ao se comparar a estrutura genética de Serra e Imbal € possivel
observar diferencas entre a composicédo genética dessas duas unidades. Além
de estar clara a separacdo como duas populagdes distintas (Tabela 4 e Figura
6), uma populacdo apresenta uma alta uniformidade (Serra) e a outra
apresenta uma elevada admixture. As caracteristicas de Imbau eram
esperadas e reforcam o papel da reintroducdo no aumento da variabilidade
genética de populacdes através da adicdo de novos alelos na natureza
(FRANKHAM et al., 2008).

A uniformidade genética da Serra ndo era esperada por se tratar de uma
populacdo selvagem e por ser a segunda maior populacdo de MLD existente.
Possuindo essas caracteristicas, esperava-se uma maior variabilidade, porém
essa uniformidade indica que esta populacdo ficou isolada das demais
populacdes desde a fragmentacdo da regido e que a implantacdo de
corredores florestais esta diminuindo este isolamento, ja que foi possivel inferir
a presenca de um grupo de Imbau na populacdo da Serra, indicando que o

corredor entre essas duas unidades de manejo auxiliou individuos a migrarem.

A partir dos dados de Imbau e Serra, acredita-se que as trés populacdes
reintroduzidas contenham a maior parte da diversidade genética entre as sete
unidades de manejo. Assim, caso haja necessidade de translocacdo de
individuos entre esses grupos, deve-se priorizar utilizar essas populacdes

como fonte para as demais unidades.
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6 CONCLUSAO

e A diversidade genética global dos individuos foi extremamente baixa (Ho
= 0,25; He = 0,44), porém condiz com o fato da atual popula¢do de MLD
ser pequena, fragmentada e ser descendente de apenas 200-600
individuos, sendo o numero efetivo (N¢) menor ainda;

e Houve estruturacdo entre as duas populagbes estudadas (Fst = 0,13),
entretanto foi possivel observar um grupo de Imbal na populacdo da
Serra, indicando uma possivel migracao;

e Do ponto de vista genético, a populacao reintroduzida apresentou uma
elevada admixture, podendo servir como uma populagédo fonte para as
demais populacbes. Entretanto foi possivel observar alguns grupos
sociais estruturados, sugerindo que a dispersdo dentro da unidade de

manejo ndo esta acontecendo livremente.
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ANEXO A - LISTA DOS INDIVIDUOS
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Tabela 8. Lista do individuos, localizacédo e grupos. A primeira coluna representa a ordem na

analise dos dados. Ja o ID campo mostra o codigo do individuo no campo e no laboratério.

Individuo ID campo Localizacao Grupo
ID1 SGLT1 Serra Sr. Zé
ID2 SGLT2 Serra Sr. Zé
ID3 SGLT3 Serra Sr. Zé
ID4 SGLT4 Serra Sr. Zé
ID5 SGLT5 Serra Sr. Zé
ID6 SGLT6 Serra Sr. Zé
ID7 SGLT7 Serra Sr. Zé
ID8 SGLT10 Serra Sr. Irineu
ID9 SGLT12 Serra Sr. Irineu
ID10 SGLT13 Serra 2 plat. ML
ID11 SGLT14 Serra 2 plat. ML
ID12 SGLT15 Serra 2 plat. ML
ID13 SGLT16 Serra 2 plat. ML
ID14 SGLT17 Serra 2 plat. ML
ID15 SGLT18 Serra 2 plat. ML
ID16 SGLT19 Serra 2 plat. ML
ID17 SGLT21 Serra 1 plat. ML
ID18 SGLT22 Serra 1 plat. ML
ID19 SGLT24 Serra plat
ID20 SGLT25 Serra plat
ID21 SGLT26 Serra plat
ID22 SGLT27 Serra plat palmeiras
ID23 SGLT28 Serra plat palmeiras
ID24 SGLT34 Serra palmeiras
ID25 SGLT36 Serra Santa fé
ID26 SGLT37 Serra Santa fé
ID27 SGLT38 Serra Santa fé
ID28 SGLT39 Serra Santa fé
ID29 SGLT41 Serra Santa fé
ID30 SGLT42 Serra Santa fé
ID31 IGLT1 Afetiva JG
ID32 IGLT9 Estreito AX (sozinho)
ID33 IGLT30 Imbau Pl
ID34 IGLT31 Imbal Pl
ID35 IGLT32 Imbal Pl
ID36 IGLT34 Pacoty Pl
ID37 IGLT36 Afetiva AF
ID38 IGLT37 Afetiva AF
ID39 IGLT2 Afetiva oL



ID40
ID41
ID42
ID43
ID44
ID45
ID46
ID47
ID48
ID49
ID50
ID51
ID52
ID53
ID54
ID55
ID56
ID57
ID58
ID59
ID60
ID61
ID62
ID63
ID64
ID65
ID66
ID67
ID68
ID69
ID70
ID71
ID72
ID73
ID74
ID75
ID76
ID77
ID78

IGLT8
IGLT44
IGLT45

IGLT3
IGLT14
IGLT15
IGLT16
IGLT19
IGLT20
IGLT21
IGLT22
IGLT23
IGLT24
IGLTS9
IGLT60
IGLT61
IGLT62
IGLTS50
IGLTS51
IGLT52
IGLT65
IGLT66
IGLT67
IGLT69
IGLTS7
IGLT64
IGLT68
IGLT12
IGLT13
IGLTS6
LGLT1
LGLT2
LGLT3
LGLT4
LGLTS
IGLT26
IGLT28
IGLT29
IGLT53

Olimpia
Estreito
Estreito

St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St.
St. Helena (camarao)
St. Helena (camarao)
St. Helena (camarao)

Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena
Helena

OL
OL
OL

SH2
SH2
SH2
LA2
LA2
LA2
LA2
LA2
LA2
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PL
PL
PL
PL
Sl
PF 2
SH9
Sidnei ll
Sidnei ll
Sidnei Il
Litoral
Litoral
Litoral
Litoral
Litoral
Z00
Z00
Z00
Z00

- representa origem ou grupo desconhecido.

58



