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RESUMO

PENEDO, Diego Mattos. Andlise genética e fenotipica de macacos-prego da Ilha da
Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro. 2016. 90p. Dissertagédo (Mestrado em Biologia
Animal). Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Diversos estudos vém sendo realizados com macacos-prego e caiararas (Sapajus e Cebus) de
modo a entender suas historias evolutivas pelas Américas do Sul e Central. Analises
genéticas, em associa¢do as caracteristicas de pelagem, auxiliam na identificacdo das relacbes
entre as espécies e evidenciam a diversidade apresentada por ambos os géneros. No Brasil,
estdo distribuidas predominantemente as espécies de Sapajus, sendo S. nigritus endémica de
Mata Atlantica e caracteristica do sudeste. Na llha da Marambaia, importante area com
remanescente florestal no estado do Rio de Janeiro, existe uma populacdo de macacos-prego,
sem nenhum estudo anterior. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a populacdo de
macacos-prego dessa regido através de andlises fenotipicas e genéticas, incluindo o padrdo de
pelagem, o sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il e a avaliacdo do
caridtipo com coloracéo convencional e bandamento de heterocromatina constitutiva (banda
C). Foram realizadas, também, entrevistas com moradores e militares da regido, de modo a
identificar a possivel origem e isolamento dos primatas. Foram analisados doze espécimes,
oito machos e quatro fémeas. As caracteristicas de pelagem coincidiram, de modo geral, com
0 descrito para S. nigritus, sendo observada coloragdo variando de marrom a enegrecida no
dorso, membros, cauda e topo da cabeca, além de peito amarelo e face branca ou amarelo-
clara, contrastante. Tufos de pelos no topo da cabeca foram observados nos adultos, sendo
maiores nas fémeas. A analise do gene mitocondrial revelou maior proximidade da populacéo
da ilha com S. xanthosternos, que ocorre na Bahia, e em seguida com S. cay, que ocorre em
parte do Brasil e no Paraguai. A maior divergéncia apresentada foi em relacdo a populagdes
de S. nigritus da Argentina. A analise do caridtipo revelou padrdo condizente com as espécies
de Sapajus, com 2n = 54 (XX ou XY), embora a morfologia do cromossomo sexual Y,
submetacéntrica, fosse divergente do comumente descrito na literatura (acrocéntrica).
Apresentaram banda C intercalar os pares cromossémicos 4, 11, 12 e 17. O par 11 mostrou-se
com trés polimorfismos, todos intercalares e diversificados entre si por processos de delegéo e
inversdo. O padrao deste par foi divergente do descrito, como um pequeno acrocéntrico, para
S. nigritus em populacgdes da Argentina, apresentando bandamento semelhante ao considerado
especifico de S. xanthosternos. Segundo o levantamento realizado, a populagdo de primatas
parece ser natural da ilha, estando provavelmente isolada. De acordo com as divergéncias
genéticas encontradas, a populacdo da llha da Marambaia pode ter conservado caracteristicas
ancestrais. O padrdo de banda C do par 11 indica que o polimorfismo descrito para
populagdes da Argentina pode ndo corresponder a toda a distribuicdo de S. nigritus. Estes
dados podem auxiliar no entendimento da diversidade e evolucdo das espécies de Sapajus,
uma vez que este teria irradiado a partir do sudeste brasileiro. Novos estudos com populac6es
de outras regides do Rio de Janeiro sdo necessarios para se averiguar o padrdo de bandamento
de heterocromatina apresentada para o par 11, bem como as rela¢fes genéticas demonstradas
pelo sequenciamento do gene mitocondrial para a populagéo da Ilha da Marambaia.

Palavras-chave: Sapajus, Citocromo Oxidase Il, banda C.



ABSTRACT

PENEDO, Diego Mattos. Genetic and phenotypic analysis of capuchin monkeys from Illha
da Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro. 2016. 90p. Dissertation (Master Science in
Animal Biology). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salude, Departamento de Biologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Several studies have been conducted with capuchin monkeys (Sapajus and Cebus) in order to
understand their evolutionary histories by South and Central America. Genetic analysis, in
association with the coat coloration, assist in the identification of the relationships between
species and show the diversity presented by both genera. In Brazil, Sapajus species are
predominantly distributed, being S. nigritus endemic to the Atlantic Forest and characteristic
of southeast. At Ilha da Marambaia, an important area with forest remaining in the state of
Rio de Janeiro, there is a population of capuchin monkeys, but without previous study. The
objective of this study was to characterize the population of capuchin monkeys at this region
through phenotypic and genetic analyzes, including the coat coloration, the sequencing of the
mitochondrial gene cytochrome oxidase Il and the evaluation of karyotype with conventional
staining and C-band. Interviews with residents and military personnel in the region, were also
carried out, in order to identify the possible origin and isolation of the primates. Twelve
specimens, eight males and four females, were analyzed. The coat features were consistent
with that described for S. nigritus, with coloration varying from brown to blackish on the
back, limbs, tail and top of the head, in addition to yellow chest and face with white or light
yellow, contrasting. Tufts at the top of the head were seen in adults, being greater in females.
The analysis of mitochondrial gene revealed closer proximity of this population with S.
xanthosternos, which occurs at Bahia, and then with S. cay that occurs in parts of Brazil and
Paraguay. The greatest divergence was in relation to the population of S. nigritus in
Argentina. The karyotype was consistent with that described for Sapajus species, with 2n = 54
(XX or XY), although the morphology of the sex chromosome Y, submetacentric, was
different from that commonly described in the literature (acrocentric). Presented intercalary
C-band the chromosome pairs 4, 11, 12 and 17. The par 11 presented three polymorphisms,
all interstitial to euchromatin and diversified from each other by deletion and inversion
processes. The pattern of this pair is different from that described, as a small acrocentric, to S.
nigritus in populations of Argentina, with banding similar to that considered specific for S.
xanthosternos. According to the survey, the population of primates seems to be native of the
island and is currently isolated. According to the genetic divergences found, the population of
Ilha da Marambaia may have maintained ancestral characteristics. The C-band pattern of the
pair 11 indicates that the polymorphism described for populations of Argentina does not
correspond to the entire distribution of S. nigritus. These data may help to understand the
diversity and evolution of Sapajus, since this would have radiated from southeastern Brazil.
Further studies with populations from other regions of Rio de Janeiro are needed to verify the
C-band pattern presented for the pair 11 as well as the genetic relationships demonstrated by
the mitochondrial gene for the population of Ilha da Marambaia.

Keywords: Sapajus, Cytochrome Oxidase I, C-band.
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Figura 23: Cariétipo de um macho de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae) da llha da Marambaia,
Mangaratiba, RJ, em coloracdo convencional ressaltando (caixa) a reducdo de tamanho do par 11 em
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Marambaia, Mangaratiba, RJ, marcados com bandamento C. O par 11 apresentou, em seis individuos,
homozigose para o bloco heterocromatico proximo ao centrdmero ocupando aproximadamente 45%
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INTRODUCAO GERAL

A urgéncia de estudos que promovam o conhecimento da biodiversidade tem sido cada
vez mais reconhecida, principalmente em ambientes com elevado grau de degradacdo, como €
0 caso da Mata Atlantica. Considerado um hotspot de biodiversidade, esse bioma apresenta
atualmente 8% da sua distribuicdo original, abrigando milhares de espécies animais e vegetais
em seus fragmentos, além de 72% da populacéo brasileira. A grande pressdo antropica sobre
esse ambiente leva a fragmentacdo do habitat e coloca em risco as espécies, muitas delas
ameacadas, favorecendo a extingdo e perda de informac@es relevantes quanto aos processos
evolutivos.

Em meio as centenas de espécies animais presentes na Mata Atlantica, os primatas sao
geralmente usados como 'espécie-bandeira’ por campanhas em prol da conservacéo, devido ao
carisma junto ao publico. Dentre os primatas dessa regido estdo 0os macacos-prego (Sapajus
nigritus), uma espécie de macaco-do-novo-mundo endémica da Mata Atlantica e amplamente
utilizada em estudos de comportamento animal, principalmente no uso de ferramentas. Sua
importancia ecoldgica inclui a manutencdo do ecossistema, enquanto dispersora de sementes,
além de controlar outras populacGes animais, como aves e insetos, por ser uma especie
onivora. Sua distribuicdo inclui os estados do sudeste e sul do Brasil, além de uma parte do
nordeste da Argentina, e assim como outras espécies do género, enfrenta problemas como
caca e perda de habitat devido ao desmatamento. Seu status de conservacado, segundo a Unido
Internacional para Conservagdo da Natureza (International Union for Conservation of Nature
- IUCN), ainda ndo é alarmante, em comparacdo a outras espécies do mesmo género
consideradas "criticamente ameacadas" (S. flavius e S. xanthosternos), mas ja apresenta
decréscimo em suas populaces, estando atualmente "quase ameacada” (near threatened).

O género ao qual Sapajus nigritus pertence foi criado em 2012 e ainda apresenta
incertezas quanto as relacGes entre suas espécies. Ferramentas moleculares, como o
sequenciamento de genes mitocondriais, tém se mostrado eficazes no estudo das relagdes
entre espécies proximas e ja foram empregadas, em associacdo a andlise fenotipica, para o
entendimento da evolucdo e biogeografia de Sapajus. Além destas, analises citogenéticas
empregando técnicas de bandamento cromossémico, como a banda C, sdo amplamente
utilizadas em estudos com macacos-prego, contribuindo para descrever padrdes, por vezes
considerados espécie-especificos, que favorecem para o conhecimento da diversidade e da
taxonomia do género.

Durante trés anos da graduacdo atuei em projetos de Iniciagdo Cientifica
(ProlC/UFRRJ e FAPERJ) estudando macacos-prego em cativeiro no Centro de Triagem de
Animais Silvestres do Estado do Rio de Janeiro. Ao participar de trabalhos de campo de
disciplinas na llha da Marambaia, uma regido isolada de Mata Atlantica no estado do Rio de
Janeiro, me chamou a atengdo a existéncia de uma populagdo de macacos-prego. Em buscas
na literatura, entretanto, ndo encontrava qualquer informacao ou relato sobre esses primatas.

A importancia de estudos de popula¢fes de macacos-prego como esta presente na Ilha
da Marambaia, da qual pouco se sabe, tem sido exaltada por estudiosos da primatologia,
sendo fundamental para o entendimento da evolugdo do género e conservagao das espécies.
Essa regifo conta com a protecdo legal de uma Area de Protecdo Ambiental, representando
um local de grande importancia para a conservagdo desses primatas e, consequentemente,
para a manutencéo de toda a regido.



Desse modo, decidimos comecar os estudos dessa populacdo através do levantamento
de dados iniciais que pudessem caracterizd-la. Conversei com o0s moradores da regido
buscando entender sua relagdo com os macacos-prego, bem como conhecer a dindmica destes
pela ilha. Pude identificar os locais com maior frequéncia de avistamentos de modo a capturar
alguns dos animais para estudos do fendtipo e obtencdo de amostras bioldgicas para analises
genéticas.

Os resultados do trabalho estdo apresentados nesta dissertacdo, dividida em dois
capitulos. No primeiro capitulo estd descrita a caracterizagdo fenotipica dos padrdes de
pelagem dos primatas da Ilha da Marambaia, utilizada para o auxilio na identificacdo da
espécie, além de dados de morfometria, incluindo massa corporal, cumprimento do corpo e da
cauda. Apresento, ainda, alguns relatos obtidos por meio de entrevistas dos moradores mais
antigos da regido e de militares da base do exército na Restinga da Marambaia, 0s quais
contribuiram para estimarmos a origem e distribuicdo desses primatas na Marambaia. No
segundo capitulo estdo os resultados do sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase |1, usado de modo a avaliar as relacGes taxondmicas da populacdo com a espécie de
mesma area de distribuicdo, S. nigritus, além de outras, congéneres, de regides proximas. Foi
realizada, ainda, a analise citogenética por coloracdo convencional e bandamento C para
descricdo do padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva nos cromossomos. Ao
final, as conclusdes gerais contemplam os principais achados de ambos os capitulos, incluindo
recomendag0es para trabalhos futuros.



CAPITULO |

OS MACACOS-PREGO DA ILHA DA MARAMBAIA, MANGARATIBA,
RJ: CARACTERISTICAS FENOTIPICAS E HISTORIA RECENTE
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RESUMO

As espécies de macacos-prego e caiararas estdo amplamente distribuidas pelas Américas do
Sul e Central. No Brasil, ha predominancia do género Sapajus (macacos-prego), sendo S.
nigritus nativo da Mata Atlantica na regido sudeste. A pelagem desta espécie é marrom escura
a enegrecida na maior parte do corpo, contrastando com o0s pelos brancos da face, e
apresentam tufos no topo da cabeca. Uma populacdo de macacos-prego habita a Ilha da
Marambaia, municipio de Mangaratiba, um importante remanescente de Floresta Atlantica no
estado do Rio de Janeiro. Até 0 momento ndo existem informacdes acerca desses primatas,
que podem estar isolados do continente ha milhares de anos. Os objetivos deste capitulo
foram: comparar as caracteristicas fenotipicas de pelagem dos individuos de Sapajus sp. da
Ilha da Marambaia com as descritas na literatura para S. nigritus, espécie nativa do sudeste do
Brasil, visando auxiliar sua identificacdo; estimar a possivel origem e distribuicdo dessa
populacdo na regido, através de entrevistas com moradores mais antigos e militares das forcas
armadas das bases localizadas na Restinga da Marambaia. Ap6s habituacdo, os animais foram
capturados com armadilhas do tipo Tomahawk. Depois de sedados, foram analisadas as
coloracdes de pelagem do dorso, ventre, membros, cauda, topo da cabeca e face. Também
foram aferidos a massa corporal e o comprimento do corpo e da cauda. Os questionarios
possuiam perguntas abertas e foram realizados de forma direta, de modo a avaliar os
conhecimentos dos moradores e militares acerca dos primatas da regido. Foram capturados 12
individuos (8 machos e 4 fémeas) entre novembro de 2014 e setembro de 2015. A massa
corporal média dos machos adultos foi de 3,09 Kg, e para as fémeas adultas de 2,16 Kg. O
comprimento médio do corpo dos machos adultos foi de 39,4 cm e das fémeas adultas foi de
35,0 cm. A média do comprimento da cauda dos machos adultos foi de 40,3 cm e das fémeas,
40,8 cm. Foram observados dois padrdes de pelagem. Um apresentava coloragdo do dorso
marrom, com faixa dorsal somente nos jovens, peito amarelo, antebraco, membros pélvicos e
cauda enegrecidos. O topo da cabeca era enegrecido com a face branca ou amarelada
contrastante. No outro padrdo, a coloragdo era enegrecida no dorso, membros, cauda e topo da
cabeca. O ventre era marrom e a face branca ou amarelada. Foram observados tufos de pelos
na cabeca para a maioria dos adultos, sendo mais proeminentes nas fémeas. O padrdo
fenotipico encontrado, inclusive a variacdo apresentada, corresponde ao descrito para Sapajus
nigritus, o que pode sugerir ser esta a espécie dos macacos-prego da llha da Marambaia. Os
valores médios de biometria estdo, no geral, abaixo do descrito para esta especie, embora ndo
tenha sido possivel confirmar estatisticamente devido a falta de dados na literatura para
comparagdo. Atraves das entrevistas com moradores e militares foi possivel identificar que o0s
primatas estdo na ilha ha pelo menos 130 anos, provavelmente isolados atualmente. Mais
individuos desta e de outras populagdes do Rio de Janeiro devem ser estudados para
confirmacéo dos dados obtidos.

Palavras-chave: Primates, Cebidae, Sapajus sp.



ABSTRACT

The capuchin monkeys species (Cebus and Sapajus) are widely distributed across South and
Central America. In Brazil, Sapajus is predominant, being S. nigritus native of the Atlantic
Forest in southeast. The coat coloration of this species is dark brown to blackish on the most
parts of the body, in contrast with the white face, presenting tufts on the top of the head.
Capuchin monkeys are present at Ilha da Marambaia, Mangaratiba city, an important remnant
of Atlantic Forest in Rio de Janeiro state. Until now there is no information about any aspect
of these primates, which can be isolated for thousands of years. The objectives of this chapter
were: to compare the phenotypic characteristics of coat coloration presented by the capuchin
monkeys from Ilha da Marambaia with those described in the literature for S. nigritus, the
native species in southeastern Brazil, in order to aid in the identification; to estimate its
possible origin and distribution through reports from the oldest inhabitants and army military
personnel at the bases located at Restinga da Marambaia. After habituation, the animals were
caught in Tomahawk traps. After sedation, were analyzed the coat coloration of the back,
belly, limbs, tail, top of the head and face, as well as measured body mass, and the size of
body and tail. The questionnaire contained open questions and were carried out directly, in
order to characterize the knowledge of the inhabitants and military personnel about the
primates in the region. Twelve animals were caught (eight male and four female), between
november 2014 and september 2015. The average body mass for adult males was 3.09 kg, and
for adult females was 2.16 kg. The average body length of adult males was 39.4 cm, while for
adult females was 35.0 cm. The tails of adult males presented an average of 40.3 cm, and for
females 40.8 cm. Two patterns of coat coloration were observed. One was brown back, with
dorsal stripe only in young, yellow chest, and blackish forearm, pelvic limbs and tail. The top
of the head was blackish with contrasting white or yellowish face. In the another pattern,
individuals presented blackish coloration on the back, limbs, tail and top of the head. The
belly was brown and face was white or yellowish. The tufts on the head were observed for
most adults, but for females were more prominent. The phenotypic pattern found, including
the variation shown, corresponds to that described for Sapajus nigritus, which can suggests it
is probably the species of capuchin monkeys of Ilha da Marambaia. The biometric values
obtained are, in general, lower than described for this species, although it was not possible to
confirm statistically due to lack of data in the literature for comparison. Through interviews
with residents and military personnel it was possible to identify that these primates are present
on the island for at least 130 years, and seem to be currently isolated. A larger number of
individuals from this and others populations from Rio de Janeiro should be studied to confirm
the data presented.

Keywords: Primates, Cebidae, Sapajus sp.



1 INTRODUCAO

A classificacdo das espécies de macacos-prego e caiararas (géneros Sapajus Kerr,
1792 e Cebus Erxleben, 1777 - Platyrrhini: Cebidae) € uma das mais controversas da ordem
Primates, devido as variacdes de pelagem influenciadas por fatores como idade, sexo e regido
geogréfica (Hill, 1960). A sistemética fundamentada no fenétipo levou a variadas propostas
de organizacdo (Hershkovitz, 1949; Cabrera, 1957; Hill, 1960; Groves, 2001; Silva Jr., 2001),
que agrupavam as espécies em um Unico género (Cebus), separando-as conforme a divisdo
proposta por Elliot (1913), baseada na presenca ou auséncia de tufos de pelos na cabeca.

Uma das classificagdes mais utilizadas, proposta por Groves (2001), agrupava Cebus
apella, C. libidinosus, C. xanthosternos e C. nigritus no grupo com tufos, enquanto C.
capucinus, C. albifrons, C. olivaceus e C. kaapori compunham o grupo sem tufos. Silva Jr.
(2001), através de analises morfologicas, propés a divisdo desses grupos ao nivel taxondémico,
indicando Sapajus e Cebus como subgéneros de Cebus, representando as espécies com e sem
tufos, respectivamente. Neste caso, ndo houve mudanca com relacdo a divisdo das espécies
proposta por Groves (2001), apenas incluindo C. robustus, C. macrocephalus e C. cay no
grupo com tufos (Sapajus).

Lynch Alfaro et al. (2012a; 2012b), com base em dados de morfologia, ecologia,
comportamento, biogeografia e de biologia molecular confirmaram a divisdo proposta por
Silva Jr. (2001), considerando Cebus e Sapajus grupos monofiléticos com tempo de
divergéncia aproximado de 6.2 milhdes de anos (Ma.) e elevaram ambos os tdxons ao nivel de
géneros. Segundo os autores, a forma do corpo é a caracteristica que melhor retrata a
diferenca entre os géneros (Figura 1), tendo sido citada pela primeira vez por Hill (1960). As
espécies de Sapajus sdo descritas com porte corporal mais compacto e robusto quanto a
cauda, membros, mandibula e cranio, e designadas como "robust”, enquanto as espécies de
Cebus possuem corpo esguio ou delgado, com membros mais longilineos, recebendo a
denominacdo "gracile™ (Alfaro et al., 2012b). A classificacdo proposta por estes autores inclui
C. albifrons, C. capucinus, C. olivaceus e C. kaapori no género Cebus, e S. apella, S.
macrocephalus, S. cay, S. libidinosus, S. nigritus, S. robustus, S. xanthosternos e S. flavius,
(esta redescoberta por Oliveira & Langguth, 2006), no género Sapajus. Esta serd a
classificacdo adotada nesta dissertacao.

Estima-se que a divergéncia entre os ancestrais de Cebus e Sapajus tenha ocorrido na
bacia amazonica, sendo a origem do Rio Amazonas, ha aproximadamente 7 Ma., a causa da
vicariancia. Os ancestrais das atuais espécies de Cebus teriam ficado restritos a regido das
Guianas e posteriormente radiado pela Amazonia, Andes, norte da Colémbia, Venezuela e
America Central. Os ancestrais de Sapajus, por sua vez, teriam migrado para a Mata
Atlantica, onde permaneceram a maior parte de sua histdria evolutiva, somente retornando
para Amazonia ha aproximadamente 400 mil anos, onde estabeleceram areas de simpatria
com espécies de Cebus. Ambos os clados teriam iniciado sua diversificagdo na transigdo Plio-
Pleistoceno, ha aproximadamente 2,7 Ma. para Sapajus e 2,1 Ma. para Cebus (Lynch Alfaro
etal., 2012a).
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Figura 1: Diferencas morfologicas entre Cebus e Sapajus (Platyrrhini: Cebidae). (A)
llustracdo da silhueta da forma gracil ou “gracile” atribuida as espécies de Cebus e (B) forma
robusta ou “robust” atribuida as espécies de Sapajus. Retirado de Lynch Alfaro et al. (2012b),
desenho de Amisha Gadani.

Nascimento et al. (2015), ao analisarem os dados publicados por Lynch Alfaro et al.
(2012a), questionam o cenario biogeografico proposto por estes autores, criticando o que
chamam de "technical shortcomings" (deficiéncias ou limitacGes técnicas) a respeito da coleta
de dados, identificacdo de espécimes e processamento das amostras de DNA. Os autores
propGem cenarios diferentes, situando na Mata Atlantica a origem do ancestral comum a
Cebus e Sapajus em concordancia com a hip6tese da origem africana dos primatas
neotropicais (Schrago & Russo, 2003 apud Nascimento et al., 2015). Outra possibilidade
apresentada seria a origem de Sapajus na Mata Atlantica, enquanto Cebus teria se originado
na porcdo oeste da Floresta Amazénica. Entretanto, os autores relatam que ndo se pode
descartar a hipotese da origem de Sapajus na Floresta Amazbnica e expansdo de sua
distribuicdo para Mata Atlantica, com subsequente e completa eliminacdo dos ancestrais do
género nessa regido. Embora assumam que seus resultados estejam sujeitos a incertezas,
principalmente pela dificuldade de amostragens representativas de todos os locais de
ocorréncia dos géneros, Nascimento et al. (2015) afirmam que o cenério apresentado por
Lynch Alfaro et al. (2012a) ndo deve ser considerado confidvel e sugerem a andlise de
variados genes e de um maior numero de individuos por espécie, para uma melhor resolugédo
da histéria evolutiva do grupo.

Ap0s a proposta de uma nova classificacdo para macacos-prego e caiararas, Lynch
Alfaro et al. (2014) destacaram que ainda ndo ha conhecimento suficiente sobre Sapajus e
Cebus para sabermos quantas espécies realmente existem. Por conseguinte, optaram por uma
avaliacdo conservadora para estimativa dos tadxons que 0s compunham, seguindo as
recomendacdes da Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (International Union
for Conservation of Nature - IUCN) para grupos com classificacdo incerta. Com base nos
dados de Groves (2001), Boubli et al. (2012) e Rylands et al. (2013), os autores consideraram
a existéncia de 25 taxons ou unidades evolutivamente significativas, citando 14 espécies para
Cebus, sendo uma delas com 2 subespécies, e 8 espécies para Sapajus, com duas delas
apresentando duas subespécies cada (Tabela 1).



A distribuicdo atual das espécies de Cebus abrange a América Central e grande parte
da regido norte da América do Sul, enquanto as espécies de Sapajus estdo presentes desde 0
nordeste da Argentina e regido sul do Brasil, até o norte da América do Sul, onde se
encontram em simpatria com Cebus em grandes areas da Amazénia (Figura 2 - Vilanova et
al., 2005; Lynch Alfaro et al., 2012a; Lynch Alfaro et al., 2012b).

Tabela 1: Taxonomia proposta por Lynch Alfaro et al. (2014) para os géneros Cebus e
Sapajus (Platyrrhini: Cebidae).

Género Cebus Erxleben, 1777 Género Sapajus Kerr, 1792
Cebus capucinus Sapajus apella apella
Cebus imitator S. apella margaritae
Cebus leucocephalus Sapajus macrocephalus
Cebus cesarae Sapajus flavius
Cebus versicolor Sapajus libidinosus
Cebus aequatorialis Sapajus cay
Cebus albifrons Sapajus xanthosternos
Cebus yuracus Sapajus robustus
Cebus cuscinus Sapajus nigritus nigritus
Cebus unicolor S. nigritus cucullatus

Cebus malitiosus

Cebus brunneus

Cebus olivaceus olivaceus
C. olivaceus castaneus

Cebus kaapori

No Brasil ha predominancia do género Sapajus (Figura 2b), com ocorréncia de todas
as espécies (Lynch Alfaro et al., 2014). Silva Jr. (2001), através de analises morfométricas,
subdividiu o género em trés grupos geograficos: especies amazoénicas (S. macrocephalus e S.
apella); espécies do Cerrado e Mata Atlantica ao norte do Rio Doce (S. libidinosus, S. cay, S.
robustus e S. xanthosternos); e S. nigritus como a unica da Mata Atlantica ao sul do Rio
Doce. A espécie S. flavius ndo foi mencionada por ter sido redescoberta posteriormente
(Oliveira & Langguth, 2006), mas provavelmente seria incluida no segundo grupo, uma vez
que ocorre no nordeste do Brasil (Lynch Alfaro et al., 2012a).
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Figura 2: Mapas da América Central e do Sul destacando a distribuicdo das espécies
de Cebus e Sapajus (Platyrrhini: Cebidae). (A) Distribuicdo dos géneros indicando em verde
as areas de simpatria, em azul ocorréncia apenas das espécies de Cebus e em amarelo areas de
ocorréncia das espécies de Sapajus. Retirado de Lynch Alfaro et al., (2012b). (B) Distribuigéo
aproximada das espécies de Cebus (a esquerda) e Sapajus (direita). Retirado de Lynch Alfaro
et al. (2012a).

No sudeste do Brasil encontra-se, de forma predominante, Sapajus nigritus (Goldfuss,
1809). Esta espécie, endémica da Mata Atlantica, inicia sua distribuigdo ao sul do Rio Doce
(Minas Gerais e Espirito Santo), estendendo-se aos estados da regido sul do Brasil e nordeste
da Argentina, estando delimitada ao sul pelos municipios de Porto Alegre e Santa Cruz (Rio
Grande do Sul), além do oceano Atlantico a leste e Rio Parana a oeste (Printes et al., 2001,
Fragaszy et al., 2004; Vilanova et al., 2005). Lynch Alfaro et al. (2014) consideram duas
distribuicGes relacionadas as subespécies de S. nigritus, estando S. n. cucullatus presente nos
estados brasileiros de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, além de Iguazu, na Argentina,
enquanto S. n. nigritus teria sua distribuigdo restrita ao Brasil, nos estados de Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

macrocephalus

Sapajus cay

Conhecidos popularmente como macacos-prego-pretos (em inglés, black horned
capuchin), os individuos de S. nigritus apresentam pelagem marrom-escura ou cinza, ou até
mesmo enegrecida, com listra dorsal vaga ou ausente. Os membros s&0 mais escuros que o
restante do corpo e o peito possui tom avermelhado. A face é branca, em contraste com 0
restante do corpo. O capuz é escuro e 0s tufos sdo evidentes, podendo ser eretos, voltados para
os lados ou para frente (Fragaszy et al., 2004). Como as caracteristicas fenotipicas para
macacos-prego e caiararas sao variaveis de modo intraespecifico (Hill, 1960), distintos
padrdes de pelagem podem ser encontrados, inclusive em uma mesma popula¢do. Em um
levantamento de fenotipos para uma populacdo de S. nigritus em um Parque Ecologico em
Sdo Paulo, Vieira & Oliveira (2014) identificaram dois fenotipos, descritos como “preto
brilhante” e "marrom™, com predominancia (78%) do primeiro.

Na natureza, individuos de S. nigritus sdo encontrados formando grupos de 6 a 30
individuos, vivendo em densidade média de 24,5 individuos/Kmz, em areas que podem variar
de 0,56 a 2,9 Km? (Freese & Oppenheimer, 1981; Fragaszy et al., 2004; Sdo Bernardo &
Galetti, 2004; Ludwig et al., 2005). A massa corporal média nos animais adultos € de
aproximadamente 3,25 Kg para os machos e 2,30 Kg para fémeas, com comprimento do
corpo variando de 38,0 a 56,0 cm nos machos e entre 34,0 e 48,0 cm nas fémeas (Aguiar,
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2006; Silveira et al., 2008; Mittermeier et al., 2013; Martins et al., 2015). A cauda
semipreénsil é tdo grande quanto o corpo, com média geral de 48,2 cm (Silveira et al., 2008).

O status de conservacdo da especie, segundo a IUCN é “quase ameagado” (Near
Threatened), devido ao declinio continuo das populagfes remanescentes fragmentadas
(Kierulff et al., 2015). Esse fato decorre da caca e perda de habitat por desmatamento ou
desertificacdo enfrentada por todas as espécies de macacos-prego (Lynch Alfaro et al., 2014),
além da elevada pressdo antropica na Floresta Atlantica (Jones, 2001). Por ser uma espécie
onivora com grande adaptabilidade a ambientes alterados, S. nigritus pode sobreviver em
fragmentos florestais degradados, desde que tenha acesso a fontes alimentares, podendo
tornar-se uma praga para produtores rurais (Rocha, 2000; Ludwig et al., 2005).

Diversos estudos vém sendo publicados sobre esta espécie nas areas de ecologia,
comportamento, genética e taxonomia, com amostras ou populacdes do Brasil e da Argentina
(Amaral et al., 2005; Ludwig et al., 2005; Gongalves, 2006; Gomes, 2006; Lynch Alfaro,
2007; Rimoli et al., 2008; Santana et al., 2008; Brocardo et al., 2010; Pereira et al., 2010;
Nieves et al., 2011; Garber et al., 2012; Ruiz-Garcia et al., 2012b; Tokuda, 2012; Steinberg et
al., 2014; Vieira & Oliveira, 2014), mas poucos sdo aqueles realizados com S. nigritus no
estado do Rio de Janeiro (Tabela 2). Nem mesmo os levantamentos realizados por Gongalves
(2006), com estudos in situ de S. nigritus no Brasil em diversas areas do conhecimento, e por
Lynch Alfaro et al. (2014), com ecologia e comportamento para todas as espécies de Cebus e
Sapajus, incluiram referéncias que tenham utilizado dados de S. nigritus provenientes do
estado do Rio de Janeiro.

Grupos de macacos-prego habitam a regido da Ilha da Marambaia, municipio de
Mangaratiba, um importante remanescente de Floresta Atlantica no estado do Rio de Janeiro
(Pereira et al., 2008; Bueno et al., 2009). Entretanto, até 0 momento, ndo existe informacédo
alguma acerca de qualquer aspecto da populacdo ali presente, inclusive a confirmagdo da
espécie a qual pertencem.

A regido da Marambaia estende-se pelos municipios de Itaguai, Mangaratiba e Rio de
Janeiro e inclui uma estreita faixa arenosa, com cerca de 40 km de comprimento, conhecida
como Restinga da Marambaia, além de uma extremidade montanhosa a oeste, com 3,5 km de
largura, conhecida como Ilha da Marambaia (Roncarati & Menezes, 2005).

Acompanhando o histérico de oscilagdes do nivel marinho ao longo da histéria
geologica, é possivel afirmar que entre 123.000 e 7.000 anos (transi¢do Pleistoceno-
Holoceno), periodo em que o nivel do mar estava mais baixo que o presente (regressdo), as
atuais ilhas presentes nas baias de Sepetiba e de Ilha Grande, como a llha da Marambaia e
Ilha Grande, néo existiam, e toda a area compreendida por essas baias encontrava-se coberta
por Mata Atlantica. Com o aumento do nivel do mar (transgressdo), essas ilhas foram
formadas, sendo a llha Grande a primeira a se desconectar do continente, seguida pela llha da
Marambaia e llha de Itacuruca, permanecendo assim até o presente (Belo et al., 2002; Pereira,
2010). Posteriormente ao estabelecimento da Ilha da Marambaia houve a formagdo da
Restinga da Marambaia, originada a partir do final da ultima transgressdo, na qual o mar teria
atingido cerca de 5 m acima do nivel atual, ocorrido entre 7.000 e 5.200 anos atras. Correntes
maritimas vindas a oeste do Pico da Marambaia, que a época formava uma ilha e atualmente é
0 ponto mais alto da Marambaia com 641m de altura, depositaram sedimentos na sua por¢édo
leste, iniciando a formacdo de um cordéo arenoso (Figura 3). Com deposi¢des posteriores no
sentido oeste-leste, indo em direcdo a Ponta de Guaratiba, o corddo arenoso foi-se estendendo,
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isolando parcialmente do mar aberto a entdo enseada (e hoje baia) de Sepetiba, processo
completado ha aproximadamente 1500 anos atras (Roncarati & Menezes, 2005).

Tabela 2: Artigos cientificos publicados que incluiram dados de individuos ou
populagdes de Sapajus nigritus (Platyrrhini: Cebidae) em diferentes localidades do estado do
Rio de Janeiro.

Tipo de trabalho

Local

Referéncia

Amostra de seis espécimes

para andlise citogenética

Levantamento da ocorréncia

de primatas

Levantamento de mamiferos
coletados e depositados em

coleces

Observagdo preliminar sobre

uso de habitat e dieta

Levantamento da densidade

de mamiferos

Né&o especificado

Itatiaia

Paraty

Jardim Botanico da cidade

do Rio de Janeiro

Silva Jardim e Casimiro de
Abreu

Matayoshi et al., 1987

Loretto & Rajdo, 2005

Vaz, 2005

Cunha et al., 2006

Araujo et al., 2008

Levantamento da ocorréncia Campos dos Goytacazes e

Pessba et al., 2010

de mamiferos Silva Jardim

para analise molecular

Relato de morte por agressao Jardim Botanico da cidade
Rangel et al., 2013

entre individuos do Rio de Janeiro

Amostra de um espécime ) )
Angra dos Reis Nascimento et al., 2015

para analise molecular

Atualmente, hd uma necessidade urgente do estudo de popula¢fes de macacos-prego e
caiararas em todos os tipos de habitat ao longo de suas distribuicbes e em areas onde se
conhece pouco sobre a populacéo presente (Lynch Alfaro et al., 2014), como é o caso da Ilha
da Marambaia.

Como até o momento nenhum estudo foi realizado com a populacdo de macacos-prego
presente nessa regido, a qual pode estar isolada desde a formacdo da ilha, a associagdo dos
conhecimentos da comunidade local a pesquisa cientifica pode fornecer informacdes valiosas
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sobre sua origem que, de certa forma, ndo poderiam ser obtidas em outras fontes (Huntington,

1998; Gongalves, 2006).
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Figura 3: llustracdo do inicio da formacdo da Restinga da Marambaia, Mangaratiba,
Rio de Janeiro. (A) Mapa do Brasil; (B) destaque para o estado do Rio de Janeiro; (C) em
detalhe, a formacdo do corddo arenoso a partir da Ilha da Marambaia que deu origem a
Restinga da Marambaia. Adaptado de Roncarati & Menezes (2005).

A comunidade que hoje reside na llha da Marambaia é em grande parte descendente
de escravos da fazenda de café do Comendador José Joaquim de Souza Breves, que
comandava o entreposto de recebimento e triagem de escravos da Marambaia, iniciado no
século XVI1II e mantido até o fim da década de 1880 (Ndbrega, 2004; da Silva, 2005). Com a
abolicdo da escravatura, em 1888, e a morte do Comendador, em 1889, as fazendas entraram
em decadéncia, sendo vendidas pelos herdeiros. Os ex-escravos e seus descendentes
continuaram na llha, tendo importante papel no processo de ocupagdo, voltando-se para
atividades de subsisténcia como plantio familiar e pesca (Nobrega, 2004). No inicio do século
XX, a llha foi comprada pela Unido e nela instalada, em 1908, pela Marinha, a Escola de
Aprendizes Marinheiros. Esta foi transferida para o municipio de Campos dos Goytacazes
dois anos depois, retornando apenas em 1981 com a instalacdo do Centro de Adestramento e
Instrucdo dos Fuzileiros Navais (Nobrega, 2004; Conde et al., 2005), que atualmente recebe o
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nome de Centro de Avaliacdo da Ilha da Marambaia (CADIM). Vérias transi¢cdes politicas e
proprietérias da Ilha da Marambaia ocorreram ao longo da histdria, assim como alteracdes de
costumes e modos de vida da populacdo, mas algumas tradicdes e, principalmente, 0s
conhecimentos transmitidos através das geracdes ainda persistem na comunidade (Nobrega,
2004; da Silva, 2005).

Atualmente, a populagdo residente da Ilha da Marambaia é composta por
aproximadamente 430 moradores, distribuidos em 170 familias, segundo levantamento feito
pela propria comunidade em 2014 e informado pelo lider da Associagdo de Moradores
Remanescentes Quilombola da Ilha da Marambaia (ARQIMAR), Sr. Nilton Alves.

Também fazem parte da comunidade da Marambaia os militares que trabalham nas
bases da Marinha, da Aeronautica e do Exército, as quais ocupam, respectivamente, a ilha, a
porcao central da restinga (a leste da ilha) e a porc¢éo final da restinga, proximo ao continente.
Muitos dos militares que trabalham nessas bases participam de treinamentos que envolvem
incursdes por toda a extensdo da ilha e da restinga, 0 que propicia um conhecimento bastante
aprofundado da regido.

Os objetivos deste capitulo foram: comparar as caracteristicas fenotipicas de pelagem
dos macacos-prego da llha da Marambaia com as descritas para Sapajus nigritus, que ocorre
no Rio de Janeiro, de modo a auxiliar na identificacdo da populacéo; estimar a possivel
origem da populacdo de macacos-prego da ilha através de relatos dos moradores mais antigos
da regido; e averiguar a ocorréncia dos macacos-prego nos arredores da ilha para avaliar se a
populacdo esta isolada na regido, através de relatos e entrevistas com militares das bases da
aerondutica e do exército, na Restinga da Marambaia.

Para cada objetivo, foram levantadas duas hipoteses. Em relacdo ao fendtipo: Hy - 0s
macaco-prego da llha da Marambaia apresentam fendtipo semelhante ao descrito para Sapajus
nigritus, por se tratar da espécie que ocupa a respectiva area de ocorréncia; Hy - o fendtipo
diverge do descrito para a espécie em sua area de ocorréncia. Em relacdo a origem da
populacdo, com base nos relatos dos moradores: Hp - a populagdo de macacos-prego da Ilha
da Marambaia é nativa da regido, havendo relatos historicos dos moradores locais, passados
por geracdes; Hi - a populagdo foi introduzida na regido, sendo avistada pelos moradores a
partir do periodo de sua introducdo. E em relacéo a ocorréncia dos primatas fora da ilha: Hy -
0S macaco-prego estdo restritos a area da Ilha da Marambaia e suas proximidades; H; - os
macacos-prego sdo avistados por toda a extensdo da Restinga da Marambaia, transitando
livremente entre a ilha e o continente.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Areade Estudo

O presente estudo foi realizado na llha da Marambaia (23°04’S e 43°53°W), municipio
de Mangaratiba, sul do estado do Rio de Janeiro (Figura 4). Com aproximadamente 42 Km2,
essa area apresenta relevo montanhoso, tendo como ponto mais alto o Pico da Marambaia,
com 641 m de altitude (Pereira et al., 1990). Entre a llha da Marambaia e o continente esta
presente uma estreita faixa arenosa de 40 km de extensdo, a Restinga da Marambaia (Conde et
al., 2005; Roncarati & Menezes, 2005). Ilha e restinga encerram, na porcao sul, a Baia de
Sepetiba (Carvalho et al., 2007).
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A cobertura vegetal é constituida por um importante remanescente de Floresta
Atlantica no Estado do Rio de Janeiro, com &rea de 21,25 Kmz2, havendo predominancia de
mata secundaria com sub-bosque denso, além de vegetacdo de Restinga e Mata Pluvial
Costeira (Pereira et al., 1990; Conde et al., 2005; Pereira et al., 2008). O dossel, de um modo
geral, alcanca 12 m de altura, embora arvores emergentes de até 30 m sejam frequentes
(Conde et al., 2005).

Ilha da Marambaia

Figura 4: Localizacdo da llha da Marambaia, municipio de Mangaratiba, RJ. (A)
Mapa do Brasil; (B) destaque para o estado do Rio de Janeiro; (C) em detalhe, localizacéo da
Ilha da Marambaia na Baia de Sepetiba. A faixa de terra que liga a Ilha da Marambaia a
cidade do Rio de Janeiro recebe 0 nome de Restinga da Marambaia.

O macroclima da regido é considerado tropical, segundo o sistema de classificagcdo
climatica Képpen, com verdo chuvoso, inverno seco e médias mensais de temperatura sempre
acima de 20°C (Silva et al., 2008; Paula et al., 2009). A umidade relativa do ar durante todo o
ano é proxima a 81%, diminuindo pouco no inverno (Paula et al., 2009).

Assim como boa parte da costa brasileira, a llha da Marambaia apresenta longa
historia de ocupacdo humana (Kneip & Oliveira, 2005), principalmente nos séculos XVIII e
XIX, periodo no qual estavam em atividade lavouras de café e entrepostos de acolhimento e
triagem de escravos (Pereira et al., 1990; Conde et al., 2005; da Silva, 2005). Ainda assim,
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algumas regides sdo consideradas relativamente bem preservadas, como a face da ilha voltada
para 0 Oceano Atlantico, enquanto outras apresentam diferentes estagios de regeneracdo
(Conde et al., 2005; Pereira et al., 1990).

A ilha apresenta pouca presséo antropica, tanto em termos de ocupacgéo do solo quanto
de extrativismo (Conde et al., 2005) e é utilizada como territorio de treinamento militar pela
Marinha do Brasil com o Centro de Avaliacdo da llha da Marambaia (CADIM), ordenando o
uso dos recursos naturais por parte dos moradores e visitantes (da Silva, 2005). A llha da
Marambaia conta com protecdo legal, estando incluida na Area de Protecio Ambiental de
Mangaratiba, instituida pelo Decreto estadual 9.802/87 (Rio de Janeiro, 1987), 0 que aumenta
a garantia de conservagéo (Lourenco et al., 2010).

2.2  Procedimentos de Captura, Identificacdo Individual e Registro das
Caracteristicas Fenotipicas

2.2.1 Locais de captura

Dentre os meses de mar¢co a maio de 2014 foi empregado esfor¢co em identificar locais
com maior frequéncia de avistamento de grupos de macacos-prego por meio de conversas
com os moradores, além de percorridas algumas das trilhas presentes da regido. Com base
neste levantamento, foram estabelecidos dois locais de captura: um préximo a Vila Militar no
CADIM - 23°324.28"S | 43°58'34.40"0 - e um mais afastado da area habitada, na porcao
nordeste da ilha, proximo a Praia da Armacdo - 23°3'0.83"S / 43°57'16.47"0O - (Figura 5).

Na area habitada, as armadilhas foram posicionadas no local onde os animais eram
avistados com maior frequéncia, segundo os relatos dos moradores e posterior confirmacao
através de observacdes. Na regido proxima a Praia da Armacdo, na porcao nordeste da Ilha, as
armadilhas foram posicionadas junto a uma antiga trilha utilizada pelos militares para
passagem de veiculos, denominada Estrada Velha, mas que atualmente encontra-se fechada
pela mata e sem uso. Nesta localidade estd presente uma quantidade significativa de
exemplares de Dendé (Elaeis guineensis), uma plantacdo introduzida no século XVII que se
transformou em mata espontanea (Ribeiro, 2009). Proximo ao local existe uma casa cujo
morador j& havia confirmado a grande frequéncia de avistamentos.
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Figura 5: Locais de captura de macacos-prego na llha da Marambaia, Mangaratiba,
RJ. (A) Mapa do Brasil; (B) destaque para o estado do Rio de Janeiro; (C) em detalhe, a llha
da Marambaia e parte da Restinga da Marambaia. 1. Local de captura (23°3'24.28"S /
43°58'34.40"0) préximo a Vila Militar do CADIM; 2. local de captura proximo a praia da
Armacao (23°3'0.83"S / 43°57'16.47"0).

2.2.2 Procedimentos pré-captura

Apds selecionados os locais de captura, fruteiras de bambu com bananas foram
colocadas nos pontos onde os animais passavam habitualmente (Figura 6), de modo a manter
a frequéncia onde, posteriormente, seriam colocadas as armadilhas.

O periodo de habituacdo dos animais ao local de captura estava concluido quando os
grupos eram avistados com frequéncia diaria. Neste momento, armadilhas do tipo Tomahawk
foram posicionadas com as portas abertas e desarmadas, suspensas por cordas em plataformas
de bambu (Figura 7). Diariamente, bananas eram repostas visando a habitua¢do dos animais
com as armadilhas. Foram utilizadas 4 armadilhas com as dimensdes 70x40x40cm (CxLxA),
sempre dispostas de modo a cobrir a area antes ocupada pelas fruteiras.

Ao verificar que os individuos estavam habituados a entrar nas armadilhas e comer as
bananas, a captura era marcada para o dia seguinte.
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Figura 6: Fruteira de bambu com bananas suspensa com auxilio de cordas, para
habituacdo dos macacos-prego aos locais de captura na llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.
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Figura 7: Armadilha do tipo Tomahawk suspensa com auxilio de cordas e plataforma
de bambu para habituacdo e captura de macacos-prego na llha da Marambaia, Mangaratiba,
RJ.
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2.2.3 Procedimentos durante a captura, sedacéo e identificacéo individual

A coleta de dados morfoldgicos assim como das amostras bioldgicas foi feita no
mesmo local da captura, tendo sido montada uma mesa para procedimentos em um ambiente
coberto em um galpdo na praia da Armacéo e na varanda de uma casa na Vila Militar.

As armadilhas foram armadas com bananas nos gatilhos, mantendo-se a observacao
constante, de longe, até a captura ser efetivada.

Com os individuos dentro das armadilhas, as mesmas foram trazidas ao solo
cuidadosamente, cobertas com pano, na tentativa de diminuir o estresse provocado aos
animais, e levadas ao local onde os procedimentos foram realizados.

Para a sedacdo os animais foram imobilizados em um dos lados da armadilha, com
auxilio de hastes de ferro presas em suportes de madeira. Os animais foram sedados por um
veterinario, ainda nas armadilhas, com anestésico dissociativo (cloridrato de cetamina e
midazolam - 20mg/Kg e 0,05 a 0,1 mg/Kg, respectivamente) via intramuscular, com seringas
de 3mL e agulha de 20 x 5,5mm, com tempo de acdo de aproximadamente 60 minutos . Apos
avaliado o efeito da sedacdo, os animais foram retirados das armadilhas e colocados na mesa
de procedimentos.

A identificacdo dos individuos foi feita com tatuagem na face interna da coxa
esquerda, contendo numero sequencial, utilizando-se dermopigmentador Mei-Cha® portatil.
Previamente a tatuagem foi feita tricotomia e antissepsia com alcool 70%. Ap6s completado o
procedimento, a regido tatuada era limpa novamente com éalcool 70%.

Posteriormente, foram coletados dados morfoldgicos, além de amostras de sangue,
para analise citogenética e de genética molecular (descritas nos itens 2.2 e 2.3 do Capitulo 11).

2.2.4 Caracterizacao fenotipica

Inicialmente foi verificado o sexo e estimada a idade do animal, neste caso, de acordo
com tamanho dos dentes caninos e porte corporal. De cada animal, foram registrados a massa
corporal (MC), comprimento do corpo (Cc) e comprimento da cauda (Ccd) além das
caracteristicas de pelagem. A massa corporal foi aferida com balanca digital (capacidade
maxima de 50Kg e precisdo de 10g) antes da sedacdo, diminuindo o peso da armadilha do
total obtido. As medidas do corpo dos animais foram aferidas com fita métrica. Para o
comprimento do corpo, foram realizadas medidas do topo da cabeca até a base da cauda. Para
o registro da coloragdo de pelagem os animais foram fotografados com maquina digital Sony
Cyber-shot® de 14.1 mega pixels, de corpo inteiro em decubito ventral e dorsal, além da
cabeca, em detalhe. Foram avaliadas a coloragdo da pelagem do dorso, a presenca ou auséncia
de faixa dorsal mais escura, a coloracao do peito, dos membros, da cauda, do topo da cabeca e
da face, incluindo a presenca ou auséncia e o formato dos tufos de pelos no topo da cabeca.
Foram realizadas analises estatisticas de comparacdo de meédias para os valores de massa
corporal, comprimento do corpo e da cauda, através do Teste T, utilizando o programa
GraphPadPrism6®. As comparacOes foram efetuadas para todas as medidas entre machos e
fémeas adultos da populacdo da llha da Marambaia. Foram realizadas, também, comparacdes
dos machos e fémeas adultos desta populagdo com dados publicados para S. libidinosus e S.
flavius, apenas para massa corporal, uma vez que somente para estas espécies e esta medida
corporal foram apresentados na literatura os dados de média, desvio padrdo e numero
amostral, permitindo a comparagao.
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2.2.5 Retorno anestésico, soltura e monitoramento pos-soltura

Apos o retorno completo dos reflexos e tdnus muscular, ainda dentro das armadilhas,
0s animais eram alimentados e levados para a soltura nos mesmos locais onde haviam sido
capturados. Apos a soltura os animais continuavam sendo observados para certificacdo de que
estavam com seus reflexos normais. Todos os procedimentos referentes a sedacéo,
identificacdo, coleta de amostras bioldgicas e avaliagdo clinica dos animais foram realizados
por pelo menos um veterinario, tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, sob o protocolo n° 014/2014.

2.3 Entrevistas com Moradores e Militares

As entrevistas na Ilha da Marambaia foram realizadas de forma direta, utilizando-se
questionario com perguntas abertas e fechadas, de modo a registrar os conhecimentos dos
moradores mais antigos da comunidade remanescente quilombola da Ilha da Marambaia em
relacdo aos primatas presentes na regido (Anexo I). Primeiro, foram registrados os dados
relativos ao tempo de moradia no local, tanto dos entrevistados quanto das suas familias. Para
certificacdo da espécie de primata da ilha, foram apresentadas 4 imagens, retiradas da
internet, representando um bugio (Alouatta sp.), um sagui (Callithrix sp.) e dois macacos-
prego (sendo um S. flavius e um S. nigritus - Anexo Il). Foi pedido ao entrevistado que
indicasse qual das figuras melhor representava o macaco avistado na regido. Confirmado o
avistamento, foram colhidas informacdes sobre o(s) local(is) e desde quando via o tipo de
macaco indicado na foto. Outras questdes abordadas foram a quantidade de macacos que
costumam avistar, em qual parte do dia e se havia um periodo do ano que apareciam mais. De
modo a estimar ha quanto tempo 0s macacos habitam a ilha, foi perguntado a esses moradores
se seus pais ou demais parentes (caso fossem moradores da ilha) ja falavam ou contavam
historias sobre os macacos. Também foi perguntado se ja haviam visto algum pesquisador
estudando os macacos da ilha, bem como se sabiam de alguma soltura de macacos realizada
no local. Por fim, foi questionada a opinido dos moradores sobre a presenca dos macacos na
Ilha (sua possivel importancia, ou, talvez, importunacdo em algum aspecto de suas vidas).

Foram realizadas, ainda, entrevistas com militares do Centro de Avaliacdo do Exército
(CAEX), localizado na porgdo leste da Restinga da Marambaia, proximo ao continente, de
modo a avaliar a presenca dos macacos-prego na extensdo da restinga. Foi elaborado um
questionario para entrevista direta (Anexo Il1), de modo a avaliar o tempo de vivéncia dos
militares na restinga, em que &rea realizam seus trabalhos e as suas observagdes acerca da
presenca de primatas na regido. Primeiro, foram registrados dados relativos ao tempo de
trabalho na Restinga da Marambaia e se este envolvia incursdes na mata. Foi questionado se
os militares ja haviam avistado algum primata na regido da restinga e, caso a resposta fosse
afirmativa, seriam apresentadas fotos de algumas espécies (Anexo Il) para certificacdo dos
primatas que ocorrem na Restinga da Marambaia. Por fim, em caso de ja terem visto alguma
espécie de primatas, seriam perguntados sobre a frequéncia, os locais e desde quando ocorrem
0s avistamentos, além do tamanho dos grupos.
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3 RESULTADOS

Foram capturados 12 individuos de macacos-prego entre 0s meses de Novembro de
2014 e Setembro de 2015. Dentre eles, 8 eram machos (5 adultos e 3 jovens) e 4 fémeas (2
adultas e 2 jovens). O esforco de captura empregado foi de aproximadamente 300 horas, em 5
excursdes de campo com aproximadamente 8 dias de duracdo cada, contando com o0s
preparativos em campo e colocagéo das armadilhas, tempo de ceva e dias de captura efetiva.

3.1  Descri¢do Morfologica

A massa corporal dos individuos da Ilha da Marambaia variou de um modo geral,
entre 1,26 e 3,94 Kg. Dentre os machos adultos (n = 5) a variagéo foi de 2,15 a 3,94 Kg, com
média de 3,09 Kg (DP = 0,80), enquanto para os jovens (n = 3) a variacao foi de 1,26 a 2,10
Kg, com média de 1,80 Kg (DP = 0,47). As fémeas adultas (n = 2) pesavam 1,63 e 2,68 Kg,
com média de 2,16 Kg (DP = 0,74), enquanto as jovens (n = 2) pesavam 1,56 e 1,75 Kg, com
média de 1,66 Kg (DP = 0,13 - Tabela 3).

Em relacdo as medidas corporais, houve variacdo do comprimento do corpo entre 30,5
e 41,0 cm. Os machos adultos apresentaram medidas variando entre 37,0 e 41,0 cm, com
média de 39,4 cm (DP = 1,52), enquanto os jovens mediam de 30,5 a 38,0 cm, com média de
33,8 cm (DP = 3,82). Ambas as fémeas adultas mediam 35,0 cm (DP = 0,00), enquanto as
jovens apresentaram 31,5 e 33,0 cm de comprimento corporal, com média de 32,3 cm (DP =
1,06). Quanto ao comprimento da cauda, 0s machos adultos apresentaram variacdo de 38,0 a
43,0 cm, com média de 40,3 cm (DP = 2,05), enquanto para 0s jovens essa variacao foi de
39,0 a 43,0 cm, também com média de 40,3 cm (DP = 2,31). As fémeas adultas apresentaram
38,0 e 43,5 cm de cauda, com média de 40,8 cm (DP = 3,89), enquanto as jovens possuiam
38,5 e 39,5, com média de 39,0 cm (DP = 0,71 - Tabela 3).

Tabela 3: Sexo, idade e morfometria dos individuos de Sapajus sp. (Platyrrhini:
Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.

Sexo Idade MC(Kg) X DP Cc(cm) X DP Ced(cm) X DP
M Adulto 2,15 37,0 38,5
M Adulto 2,36 40,0 41,0
M Adulto 3,26 3,09 0,80 39,0 39,4 1,52 38,0 40,3 2,05
M Adulto 3,73 40,0 43,0
M Adulto 3,94 41,0 41,0
M Jovem 1,26 30,5 39,0
M Jovem 2,03 1,80 0,47 33,0 33,8 3,82 39,0 40,3 2,31
M Jovem 2,10 38,0 43,0
F Adulta 1,63 35,0 38,0

2,16 0,74 35,0 0,0 40,8 3,89
F Adulta 2,68 35,0 43,5
F Jovem 1,56 33,0 39,5

1,66 0,13 32,3 1,06 39,0 0,71
F Jovem 1,75 315 38,5

M: macho; F: fémea; MC: massa corporal; Cc: comprimento do corpo; Ccd: comprimento da cauda. X = média;
DP = desvio padréo.
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Através do Teste T de diferencas entre médias, foram comparados os valores de massa
corporal média, além de médias de comprimento do corpo e da cauda, entre machos adultos e
fémeas adultas. Em relacdo a massa corporal e ao comprimento da cauda, ndo houve diferenca
estatisticamente significante (P < 0,05), diferente do encontrado para tamanho do corpo, que
apresentou diferenga estatistica (P < 0,05), sendo 0s machos, em meédia, maiores que as
fémeas.

Comparando os valores referentes a massa corporal observadas para machos (3,09 Kg,
DP =0,80 e n =5) e fémeas (2,16 Kg, DP = 0,74 e n = 2) da populacdo da Ilha da Marambaia
com aqueles publicadas para machos (3,17 Kg, DP = 0,40 e n = 22) e fémeas (2,05 Kg, DP =
0,36 e n = 22 - Valenca-Montenegro et al., 2009a) de S. libidinosus, assim como para machos
(2,76 Kg, DP = 0,37 e n = 9) e fémeas (2,12 Kg, DP = 0,32 e n = 10 - Montenegro, 2011) de
S. flavius, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05).

Os individuos adultos apresentaram dois padrdes de pelagem. Para cinco deles (trés
machos e duas fémeas) o dorso era marrom uniforme (sem faixa dorsal), cobrindo também a
parte superior dos bracos. O antebraco, além dos membros pélvicos e cauda eram enegrecidos
(Figura 8a). O ventre possuia pelagem amarelada (Figura 8b). O capuz preto cobria toda a
parte superior e posterior da cabeca, atravessando as laterais como uma costeleta e se ligava
abaixo da mandibula. A face era contornada por pelos que variavam de branco a amarelo-
claro, cobrindo parte da testa, ttmporas e bochechas (Figura 8c). Dois machos apresentaram
tufos, sendo que em um deles os pelos eram pequenos e voltados para os lados e no outro, um
pouco mais proeminentes e eretos (Figura 9a). Ambas as fémeas apresentaram tufos bastante
proeminentes e eretos (Figura 9b).

Os cinco individuos jovens (trés machos e duas fémeas) apresentaram 0 mesmo padrao
de pelagem que o grupo anterior, com exce¢do da pelagem do ventre mais clara (amarelo
claro) e a presenca de faixa dorsal estendendo-se do capuz até a base da cauda (Figura 10).
Nenhum dos individuos jovens apresentou tufos de pelos na cabeca.

Os dois individuos restantes, que eram machos adultos, apresentaram outro padréo de
pelagem corporal, com dorso, membros e cauda enegrecidos, embora ndo fossem tdo escuros
quanto o capuz (Figura 11a). O ventre era mais escuro que o observado para 0 grupo anterior,
com coloracdo marrom (Figura 11b). O padrdo de coloracdo do capuz e dos pelos da face
eram 0s mesmos observados nos grupos anteriores. Ambos os individuos possuiam pequenos
tufos de pelos na cabeca, voltados para os lados, do mesmo modo como ilustrado para um
individuo do primeiro grupo (Figura 9a - esquerda).
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Figura 8: Padrdo de pelagem apresentado por cinco individuos de Sapajus sp.
(Platyrrhini: Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. (A) Dorso marrom-escuro sem
faixa dorsal, com antebraco, pernas e cauda enegrecidos; (B) pelagem do ventre amarela; (C)
face contornada por pelos brancos em parte da testa, témporas e bochechas (esquerda) e
costeleta escura partindo do capuz e ligando-se abaixo da mandibula (direita).

Figura 9: Tamanhos e formas dos tufos de pelos na cabeca apresentados por machos e
fémeas adultos de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae) da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.
(A) machos com tufos pequenos voltados para os lados (a esquerda) e tufos de tamanho
mediano e eretos (a direita); (B) fémeas com tufos bastante proeminentes e eretos.
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Figura 10: Caracteristicas de coloracdo de pelagem observadas em individuos jovens

de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. (A) faixa dorsal

estendendo-se do capuz até a base da cauda; (B) pelagem do ventre mais clara do que a
observada nos individuos adultos.

Figura 11: Padrdo de pelagem apresentado por dois machos adultos de Sapajus sp.
(Platyrrhini: Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. (A) Dorso, membros e cauda
enegrecidos, com capuz ainda mais escuro; (B) pelagem marrom no ventre, com membros e
cauda escuros.

Para visualiza¢do do padrao de pelagem dos 12 individuos de macaco-prego da llha da
Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro, ver anexo IV.
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3.2 Entrevistas com os Moradores

Foram entrevistados treze moradores, sete homens e seis mulheres, com idades
variando de 60 a 77 anos, sendo que a maioria (dez) tinha entre 70 e 77 anos, todos nascidos
na llha da Marambaia. Doze desses moradores relataram que suas familias j& moram na regido
ha vérias geracbes, com descendéncia dos escravos que habitavam a ilha, enquanto para
apenas um entrevistado, os pais haviam se mudaram pouco antes de seu nascimento.

Todos os entrevistados afirmaram ja terem visto macacos na llha da Marambaia, tendo
sido relatado por um morador que "E o que a gente vé mais... € 0 que mais tem". Onze deles
indicaram corretamente a foto correspondente a0 macaco-prego-preto (Sapajus nigritus),
enquanto dois indicaram a foto representando um bugio (Alouatta sp.), sendo justificado por
um entrevistado por este ser mais "marronzinho”.

Quando questionados desde quando veem, na ilha, o tipo de macaco indicado na
figura, dez relataram se lembrarem dos avistamentos desde crianga, dois ndo se lembram de
terem visto enquanto crianca, mas que sabiam da existéncia dos primatas na mata (Quadro 1)
e um s6 lembra de ver os macacos quando adulto.

Quadro 1: Frases de moradores ilustrando as respostas dadas quando questionados
desde quando veem macacos na llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.

Lembram ver macacos desde crianca
"Muito tempo, desde crianca. Sempre teve".
"Desde que eu nasci"

N&o lembra ver, mas sabiam da existéncia

"Sabia que tinha, existia. Mas la na floresta. Aqui, descer assim, eles ndo desciam
nao".

"Quando era crianca nao via, porque eles ndo vinham aqui embaixo. Eles ja existiam,
sO que mais distantes".

Alguns moradores relataram ainda, espontaneamente, um aumento dos avistamentos e
namero dos primatas na llha da Marambaia entre as décadas de 70 e 90 até o presente
(Quadro 2).

Quando questionados se 0s mais antigos (sejam parentes ou conhecidos) ja relatavam
sobre os primatas na ilha, os moradores foram unanimes em afirmar que seus pais, tios, avos,
bisavos ou até mesmo vizinhos e conhecidos, falavam sobre a presenga dos primatas na ilha e
Ihes contavam historias sobre eles (Quadro 3).
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Quadro 2: Relato de moradores acerca do aumento dos avistamentos e nimero de
individuos de macacos na llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.

A partir da década de 70

"A maior forca de macaco vem de 76 pra ca. Sempre teve macaco na llha, mas igual
essa macacada miuda... de 76 pra ca".

A partir do final da década de 90, inicio dos anos 2000

"Uns 15 anos pra ca eles estdo descendo muito™.

Sem definicdo de época

"Antes aparecia s6 1. Nao aparecia tanto quanto agora. Agora td aparecendo
bastante".

Quadro 3: Frases de moradores ilustrando as respostas dadas quando questionados se
os moradores mais velhos ja falavam sobre os primatas na llha da Marambaia, Mangaratiba,
RJ.

"Aquela época falam sim. (...) Eles falavam que tinham macaco grandéo, pra meter
medo na gente".

"Desde que 0 povo comecou a habitar aqui ja existia alguma coisa [macacos]".

"Tenho historias de muito e muito e muitos longos tempos. Isso [0s macacos] ja vem de
berco (...), foi nativo da Marambaia".

Alguns moradores ainda relataram, espontaneamente, o habito de caca dos moradores
na ilha, comum em tempos mais antigos, segundo eles, mas que podem ocorrer ainda, embora
essa préatica pareca ser vista como algo errado (Quadro 4).

Ao serem questionados sobre o local de avistamento dos primatas, a maioria dos
moradores relatou a ocorréncia proximo as suas casas, embora alguns mencionem outros
locais, como caminhos utilizados para deslocamento na ilha. Foram citados, no total, nove
locais de avistamentos dos primatas (Figura 12).

Em relacéo a frequéncia anual dos avistamentos nas proximidades de suas casas, seis
moradores relataram que os primatas costumam aparecer no periodo que chamam de "época
de frutas", compreendido nos meses de outubro a margo. Quatro moradores disseram que a
frequéncia, apesar de oscilar, se da em todo o ano, enquanto os outros trés moradores ndo
souberam precisar, mas afirmam que existe um periodo de maior frequéncia.

Quanto ao periodo do dia, seis moradores relatam a ocorréncia dos animais a qualquer
hora do dia, até aproximadamente 18h. Outros seis recebem a visita dos primatas somente na
parte da manha e apenas uma pessoa afirmou que os primatas sO aparecem em sua casa no
periodo da tarde.

25



Quadro 4: Relato de moradores acerca do habito de caca de macacos na llha da
Marambaia, Mangaratiba, RJ, comum em outros tempos, mas visto como algo negativo
atualmente.

"Os cagadores todos comiam macaco™

"Na época passada, o pessoal s vivia da caca do mato. Todo mundo comia macaco...
Tudo quanto era bicho".

"Antigamente, as pessoas matavam [0s macacos] na plantacédo para comer™.
"Era meu avo, e pessoal que morava aqui. Eles falavam que s6 comiam macaco".

"O pessoal antigo até comiam. Viviam de caca... era mais peixe e caca. N&o tinha esse
negocio de IBAMA. Pra comer podia”.

"Meu av6 comia macaco pra caramba. Vivia mais de caca. Hoje ndo pode cacar aqui”.

"Tinha muito costume de cacar, e ainda tem (...) antes era mais, agora o pessoal ta
mais civilizado".

"Pra falar a verdade, ja comi até macaco".

O tamanho dos grupos descritos pelos moradores nos avistamentos proximos as suas
casas variou de individuos isolados ou em dupla a grandes grupos, compostos por até trinta
individuos. Quatro moradores relataram avistarem sempre grupos pequenos, entre um e seis
individuos, enquanto os demais afirmam que ha uma variagdo entre grupo pequenos até
grupos grandes, que atingem geralmente dez e quinze individuos, mas que ja contaram entre
vinte e trinta animais.

Questionados sobre a possibilidade de soltura dos primatas na ilha como sua origem,
os moradores dizem desconhecer qualquer soltura realizada na regido. Cinco deles ainda
afirmaram que os primatas da Ilha da Marambaia estdo presentes hd muito tempo e sdo
originarios da ilha (Quadro 5). Segundo os moradores, esta foi, inclusive, a primeira vez que
um grupo de pesquisa chegou a ilha para realizar um estudo com os primatas da regido.
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Google earth

Figura 12: Locais de avistamento dos macacos-prego (Platyrrhini: Cebidae) pelos
moradores da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. (A) Mapa do Brasil; (B) destaque para o
estado do Rio de Janeiro; (C) em detalhe, a Ilha da Marambaia com os locais de avistamento:
1. Praia do Sino; 2. Pescaria Velha; 3. Praia do Kutuca; 4. Praia Grande; 5. Buraco Quente; 6.
Praca Sebastopol; 7. Praia Suja; 8. Praia do Sitio; 9. Praia da Armacao.

Quadro 5: Frases de moradores ilustrando as respostas dadas quando questionados
sobre a possibilidade de soltura como origem dos primatas presentes na Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, RJ.

"N&o. Eles sédo nativos da Ilha. Ja vem de geracOes e mais geracoes, e dai por diante”.

"N&o. S&o nativos daqui. O povo de antigamente dizia que eles iam na roga e comiam
milho. Eles sdo antigos mesmo. SO ndo desciam pra ca porque ndo tinha essas plantas
que tem hoje aqui em baixo. Mas ja é nativo daqui”.

"Esses macacos sdo daqui mesmo. S&o criados daqui mesmo".

Ao final da entrevista, quando foram estimulados a expressarem suas opinides sobre
0s primatas da regido, seis moradores disseram que 0s macacos nao atrapalham ou ndo tem
relevancia em suas vidas. Os outros sete moradores relataram, entretanto, a impossibilidade de
cultivo de vegetais nos quintais das suas casas, embora essa fala, na maioria das vezes, tenha
sido colocada de forma atenuada (Quadro 6).
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Quadro 6: Frases de moradores ilustrando suas opinifes acerca dos primatas presentes
na llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.

Dizem néo atrapalhar ou incomodar

"Os macacos ndo prejudicam em nada n&o. E divertimento... o pessoal gosta muito de
ficar vendo. O pessoal fica s6 olhando eles. Nao atrapalham em nada ndo".

"N&o atrapalham em nada. S6 vém tirar coco. Ndo pode € o pessoal tentar cagar,
matar...".
Relatam que os primatas atacam as plantacdes

"A gente acha eles engracados. Eles vdo para a roga do pessoal ai, chupa cana,
arranca fruta, pinta e borda".

"S6 me atrapalha que eu quero plantar cana e ndo consigo. Coloquei duas touceiras la
em cima. Quando foi semana passada fui la ver, comeram tudo™.

"E tanto macaco que n&o pode mais plantar fora de casa. Se vocé plantar um bocado
de milho aqui ele vem e corta tudo™.

"A producéo [de macacos] foi tanta, tanta, tanta, que eles estdo atacando tudo™.

3.3 Entrevistas com Militares e Relatos de Avistamentos na Restinga da Marambaia

Foram entrevistados quatro militares, com tempos de servico na base militar do
exército (CAEX) variando de 5 a 12 anos. Todos relataram trabalharem em treinamentos com
incursBes por toda a extensdo da restinga, inclusive na regido préxima a ilha, mas afirmaram
nunca terem visto qualquer espécie de primatas na regido. Através da observacdo das fotos
(Anexo Il) os militares demonstraram reconhecer os exemplares de macaco-prego (Sapajus
nigritus) do Rio de Janeiro e sagui (Callithrix sp.), ja tendo visto individuos em outros bairros
da cidade. Afirmaram, ainda, que sabem da existéncia dos macacos-prego na ilha, reforgando
gue nunca os viram na Restinga da Marambaia. Fizeram, inclusive, suposicdes sobre a
auséncia dos macacos-prego na regido, associando a vegetacdo rasteira, composta
principalmente pelo que chamaram de buriri (possivelmente a espécie Allagoptera arenaria,
da familia Arecaceae, também denominada caxandd, puruna ou buri-de-praia), que se estende
por aproximadamente 20 km. Ainda segundo os militares, a vegetacdo mais frondosa é
encontrada apenas proximo ao quartel, resultado de plantagdes realizadas pelo proprio
exército a partir da década de 1940.

Foram obtidos, ainda, relatos de militares da aeronautica na base aérea da Restinga da
Marambaia, proximo a ilha, na regido que circunda a Baia da Marambaia (Figura 13).
Segundo eles, é constante a presenca dos macaco-prego proximo ao prédio. Também foi
avistado, em 2015, um individuo forrageando em uma arvore na Ponta da Pombeba,
(Nogueira, DM, comunicacéo pessoal - Figura 13).
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Figura 13: Locais correspondentes aos relatos de avistamento dos macacos-prego na
Restinga da Marambaia, na regido circundante a Baia da Marambaia, proximo a llha da
Marambaia, Mangaratiba, RJ. (A) Mapa do Brasil; (B) destaque para o estado do Rio de
Janeiro; (C) em detalhe, a localizacdo da base aérea, onde os primatas sdo avistados (1) e o
ponto aproximado de avistamento de um individuo na Ponta da Pombeba (2). A linha
tracejada representa a regido até onde os militares da base do exército, préxima ao continente,
afirmam ndo haverem primatas.

4 DISCUSSAO

A obtencdo de dados basicos para espécies de macacos-prego e caiararas em locais
com pouco ou nenhum estudo anterior é de grande importancia, como passo inicial, para
somar conhecimento e favorecer a conservagdo das espécies (Lynch Alfaro et al., 2014). A
urgéncia de estudos é enfatizada ao notarmos que valores fundamentais de biometria, como
massa corporal e tamanho individual, ainda sdo escassos na literatura para Sapajus, uma vez
que a maioria das informacdes vém de publicagdes que utilizavam a classificacdo de Cebus
apella, com todas as espécies hoje consideradas para Sapajus inclusas (Fragaszy et al., 2015).

Desse modo, embora tenham sido amostrados poucos individuos adultos (5 machos e
2 fémeas), os valores de biometria obtidos neste estudo podem complementar a literatura para
Sapajus nigritus com dados de individuos capturados no estado Rio de Janeiro e somar
informacdes para comparacdes com as demais espécies do género.
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Quanto a massa corporal, os machos adultos deste estudo parecem estar, em média,
abaixo do descrito para Sapajus nigritus. Enquanto a massa corporal média dos machos
adultos de macacos-prego da Ilha da Marambaia foi de 3,09 Kg (£ 0,80), os valores médios da
literatura variam de 3,19 a 3,33 Kg (Aguiar, 2006; Silveira et al., 2008; Martins et al., 2015).
Do mesmo modo, a massa corporal média das fémeas adultas foi de 2,16 Kg (+ 0,74), abaixo
do descrito na literatura, onde os valores séo de 2,29 e 2,30 Kg (Aguiar, 2006; Silveira et al.,
2008; Martins et al., 2015). Entretanto, se considerarmos individualmente, trés machos e uma
fémea estdo dentro ou acima da média descrita na literatura (Tabela 3). A falta de dados mais
substanciais na literatura, que ndo incluam apenas valores de média, mas também numero
amostral e desvio padrdo, dificulta a comparagdo mais precisa, uma vez que ndo é possivel
saber se ha diferenca estatisticamente significante entre as populacdes.

A média de massa corporal obtida para os individuos machos da populagédo da llha da
Marambaia também parece estar abaixo do publicado por Fragaszy et al. (2015) para S.
libidinosus, que apresenta variacdo entre 3,4 e 3,6 Kg (com média de 3,5 Kg / n = 4) em
individuos subordinados (ou seja, aqueles que ndo sdo machos alfa) e entre 3,8 e 4,4 Kg (n =
3) para machos alfa. Este trabalho citado é o Unico a fazer distin¢do hierarquica dentre os
machos, o que ndo foi realizado no presente estudo. A diferenca encontrada para 0s machos
amostrados na populacdo da ilha, com dois deles apresentando 2,15 e 2,36 Kg e trés variando
de 3,26 a 3,94 Kg (Tabela 3), pode estar associada a essa organizacdo social e sua distin¢édo
diminuiria a variagdo em torno da media. Em relagdo as fémeas adultas, entretanto, o valor
médio de massa apresentado (2,16 Kg + 0,74) parece ligeiramente superior ao descrito para
fémeas adultas de S. libidinosus, que variam de 1,8 a 2,6 Kg (com média de 2,1 Kg/n =7)
para o trabalho publicado por Fragaszy et al. (2015). Entretanto, quando comparadas as
médias de massa corporal para ambos 0s sexos com os dados publicados por Valenca-
Montenegro et al. (2009a), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes em
relacdo a essa espécie.

Em comparagdo com S. flavius, os machos adultos da Ilha da Marambaia apresentam
massa corporal aparentemente superior ao publicado na literatura, 2,76 Kg (Montenegro,
2011) e 2,69 Kg (DP = 0,71 - Valenga-Montenegro et al., 2009b). Contudo, néo foi detectada
diferenca estatisticamente significante, pelo Teste T, ao comparar com os dados de
Montenegro (2011). O mesmo foi observado para as fémeas dessa espécie, que apesar da
aparente superioridade em termos de massa corporal, com médias de 2,12 Kg (Montenegro,
2011) e 2,03 Kg (DP = 0,21 - Valenga-Montenegro et al., 2009b), ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significante em relagéo aos dados de Montenegro (2011).

Para S. xanthosternos, a massa corporal média dos machos adultos é de 2,95 Kg (DP =
0,67 - Valenga-Montenegro et al., 2009b), e para S. cay € de 2,8 Kg (n = 12 - Aguiar, 2006),
que sdo aparentemente inferiores aquelas obtidas para os individuos da llha da Marambaia.
Valor de massa corporal média aparentemente maior também foi observado para as fémeas
adultas da Ilha da Marambaia, quando comparado a S. xanthosternos, que apresentam média
de 1,91 Kg (DP = 0,10 - Valenga-Montenegro et al., 2009b). Entretanto, em relacdo a fémeas
adultas de S. cay, a massa corporal média € aparentemente inferior, visto o valor descrito por
Aguiar (2006), de 2,61 Kg. Nestes casos, ndo foi possivel avaliar se existe diferengas
estatisticamente significantes.

Em termos de tamanho do corpo, os valores obtidos para os individuos da Ilha da
Marambaia se enquadram no descrito por Silveira et al. (2008) para Sapajus nigritus, mas
estdo abaixo de outros valores publicados para esta espécie (Mittermeier et al., 2013; Martins
et al., 2015). Os machos adultos apresentaram média corporal de 39,4 cm (x 1,52 cm), com
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tamanho minimo de 37,0 e maximo de 41,0 cm, estando a maioria deles dentro da variacao de
38,0 a 44,0 cm (Silveira et al., 2008). Entretanto, se compararmos a outros valores descritos
para machos adultos de S. nigritus, com média de 47,2 cm (variando de 43,9 a 51,0 cm -
Martins et al., 2015), ou variacdo de 42,0 a 56,0 cm, sem descri¢cdo de média (Mittermeier et
al., 2013), veremos que os machos adultos da Ilha da Marambaia sdo aparentemente menores
que os de outras populagfes. Para fémeas adultas, o valor médio de comprimento do corpo foi
de 35,0 cm (DP = 0,0), estando dentro da variacdo de 34 a 40 cm (Silveira et al., 2008). Da
mesma forma que para os machos, o tamanho do corpo das fémeas da llha da Marambaia é
aparentemente menor que o descrito por outros autores para S. nigritus, como o valor méedio
de 42,2 cm (com variacdo de 39,0 a 45,0 cm - Martins et al., 2015), ou variacdo de 42,0 a 48,0
cm, sem descricdo de média (Mittermeier et al., 2013). Em relacdo a cauda, foi encontrada
para S. nigritus apenas a descricdo de valor médio 48,2 cm (Silveira et al., 2008), sem
distingdo entre machos e fémeas. Ainda assim, a populacdo da Ilha da Marambaia apresenta
valores abaixo do descrito, sendo a média de 40,3 cm (+ 2,05) para machos adultos e 40,8 cm
(x 3,89) para fémeas adultas. O valor maximo encontrado foi para uma fémea adulta, cuja
cauda media 43,5 cm (Tabela 3). Do mesmo modo que foi colocado para a massa corporal,
ndo é possivel saber se ha diferencas estatisticamente significantes, ou seja, se 0s individuos
sdo realmente menores que o descrito para a espécie, uma vez que valores como desvio
padrdo e numero amostral ndo sdo apresentados na literatura. Outro fator que dificulta a
comparacdo dos dados com a literatura é ndo haver informacdes se os dados foram obtidos a
partir de populacGes de vida livre ou em cativeiro. Neste ultimo caso, a alimentacdo e o
manejo dos animais pode influenciar em suas medidas corporais.

A média de comprimento corporal obtida para os machos adultos presentes na Ilha da
Marambaia, entretanto, parece ser superior ao publicado para machos adultos de S.
libidinosus, que apresentam comprimento do corpo médio de 37,8 cm (DP = 4,32), embora 0
comprimento médio da cauda aparente ser menor, descrito o valor de 45,2 cm (DP = 2,97)
para esta espécie. Em relacdo as fémeas adultas, o tamanho corporal médio publicado para S.
libidinosus (35 cm / DP = 3,52) foi 0 mesmo que o encontrado para a populacdo da Ilha da
Marambaia, embora nesta ndo tenha havido variacdo (DP = 0,0) devido ao baixo nimero
amostral. As fémeas adultas da ilha apresentam, entretanto, valor médio da cauda
aparentemente menor que o descrito para fémeas adultas de S. libidinosus (41,4 cm / DP 2,46
- Valenca-Montenegro et al., 2009b).

A diferenca estatistica entre o comprimento do corpo de machos adultos e fémeas
adultas de macacos-prego amostrados na llha da Marambaia pode indicar dimorfismo sexual.
Entretanto, o0 mesmo ndo foi observado para a massa corporal e para o tamanho da cauda.
Desse modo, ndo se pode descartar a possibilidade de que a diferenca estatistica encontrada
para o comprimento do corpo esteja sob influéncia do baixo nimero amostral, principalmente
das fémeas adultas, que ndo apresentaram variacgao entre si (DP = 0,00).

Em relagéo a pelagem, os individuos amostrados na Ilha da Marambaia apresentaram
padrdo semelhante ao descrito para Sapajus nigritus (Fragaszy et al., 2004). A excecdo foi a
coloracgéo do ventre, que ndo apresentou-se avermelhada, mas sim amarela ou marrom para 0s
adultos e amarelo-claro para os jovens (Figuras 8, 10 e 11). No anexo V sdo mostradas
ilustracOes das espécies de Sapajus, para comparacdo. A variacdo das tonalidades da pelagem
de forma intrapopulacional encontrada por Vieira & Oliveira (2014) em uma populacgdo de S.
nigritus no estado de Sdo Paulo também foi observada para a populacdo da Ilha da
Marambaia, embora com algumas diferencas nos padres de pelagem. Os cinco primeiros
individuos apresentados, com coloragdo mais clara (Figura 8), assemelharam-se aos
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espéecimes descritos por Vieira & Oliveira (2014) com fen6tipo "marrom”, embora nao tenha
sido observada a coloracdo "marrom avermelhada™ no dorso, mas sim marrom. Do mesmo
modo, a descricdo "marrom avermelhado forte" para o ventre ndo foi condizente, tendo sido
observada pelagem amarela. A parte superior dos bracos, descrita como "marrom enegrecida”
também parece diferir do encontrado para os individuos na llha da Marambaia, que
apresentavam o mesmo padrdo marrom do dorso. A coloragdo mais escura presente no
antebraco, pernas e cauda, assim como a pelagem branca ou amarela na face parecem
coincidir. Em relagdo ao fendtipo mais escuro, descrito pelos autores como "preto brilhante” e
0 observado para dois individuos deste trabalho (Figura 11) com fenotipo enegrecido, parece
haver maior semelhanca. As excecdes séo a pelagem descrita como "preta brilhante com pelos
brancos” no ventre, que para os dois individuos da Ilha da Marambaia era marrom, e a
presenca de pelos brancos na parte interna dos bragos e das coxas. A coloragdo escura do
capuz, do dorso, dos membros e da cauda é semelhante.

As formas dos tufos observadas para a maioria dos individuos adultos da Ilha da
Marambaia estdo dentro da variacdo descrita na literatura para S. nigritus (Fragaszy et al.,
2004), embora ndo tenham sido observados tufos voltados para frente. Miranda (2008)
realizou um estudo do tamanho dos tufos em algumas espécies de Sapajus presentes em
museus e encontrou para individuos machos de S. nigritus, uma variacdo desde tufos
pequenos até bem desenvolvidos, e para fémeas da mesma espécie apenas tufos pequenos e
medianos. Esse padrdo difere do observado para os individuos da Ilha da Marambaia nos
quais, apesar de ser uma pequena amostra, as fémeas adultas aparentam possuirem tufos mais
proeminentes que os machos adultos. Esse autor encontrou, ainda, a presenca de tufos
pequenos dentre os individuos jovens de S. nigritus, o que ndo foi observado nos individuos
capturados na llha da Marambaia. Miranda (2008) relata ndo ter verificado dimorfismo sexual
guanto aos tufos em S. cay, S. robustus e S. nigritus, mas apenas uma tendéncia das fémeas
apresentarem tufos mais desenvolvidos que os machos, estando o desenvolvimento dos tufos
diretamente relacionado a idade dos individuos. 1sso pode ser confirmado para os individuos
da llha da Marambaia, uma vez que apenas individuos adultos (com a excecdo de um macho)
apresentaram tufos.

Trabalhos envolvendo a comunidade local onde espécies de Cebus e Sapajus estdo
presentes sdo altamente recomendados para o auxilio na conservagdo (Lynch Alfaro et al.,
2014). Em relacdo aos moradores entrevistados, o fato de viverem ha pelo menos 60 anos na
ilha e serem descendentes de outros que viveram no local ha geracbes, faz com que suas
experiéncias e conhecimentos sejam de fundamental importancia para o estudo dos macacos-
prego da llha da Marambaia.

Embora dois desses moradores tenham indicado a foto representando um bugio
(Alouatta sp.), ndo foi observada a presenca de outra espécie de primata na regido. Esses
moradores possivelmente enganaram-se no reconhecimento, baseando-se na cor de pelagem
dos espécimes.

O fato da maioria dos moradores se lembrar de ver 0os macacos-prego na llha da
Marambaia desde crianca indica que esses primatas estdo no local ha, pelo menos, seis
décadas. Quando consideramos os relatos acerca dos primatas que foram passados a eles por
seus parentes de geragdes anteriores, como pais, avos e bisavos, podemos estimar que 0s
primatas habitam a ilha ha muito mais tempo. Se levarmos em consideragdo um morador com
70 anos e supondo que seus bisavos, avos e pais tenham gerado seus filhos com
aproximadamente 25 anos, podemos considerar que 0s bisavos desses moradores
entrevistados, que ja falavam dos macacos-prego na ilha, nasceram entre 1860 e 1880, ou
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seja, ha pelo menos 130 anos . Reforcando este fato, os moradores dizem desconhecer ou até
mesmo afirmam que ndo houve soltura dos primatas na regido, e que estes sdo naturais da
ilha. Entretanto, ndo podemos descartar uma introducdo mais antiga, que os relatos dos
bisavos ndo deem conta, como a possibilidade dos primatas terem sido trazidos no inicio da
colonizacdo da llha da Marambaia, a partir de outra area de ocorréncia de S. nigritus, visto as
caracteristicas fenotipicas observadas.

O aumento dos avistamento de macacos-prego na llha da Marambaia, relatado por
alguns moradores, pode ter dois fundamentos. O primeiro seria 0 aumento da densidade
desses primatas na ilha, propiciado pela diminuicdo do habito de caca, relatada pelos
moradores, associada a possibilidade de ndo haverem predadores para esses primatas na
regido. Somando-se a isto, a maior disponibilidade de alimentos propiciada pelas plantacfes
pode ter favorecido a proliferacdo. Um estudo com S. nigritus no Parana revelou que o
aumento da populacdo pode estar associado a predacdo de plantas cultivadas pela
comunidade, como soja e milho (Rocha-Mendes et al., 2005). A segunda hipdtese seria uma
alteracdo no comportamento dos animais sem necessariamente ter ocorrido aumento da
densidade, havendo simplesmente uma aproximacao da area de vida dos macacos-prego as
casas dos moradores. Essa proximidade pode estar associada a facilidade de predacdo e
abundancia encontrada no cultivo familiar de frutas e verduras, como também foi relatado
pelos moradores. A maior frequéncia de observacdes nas proximidades das residéncias
associada a época de frutificacdo pode corroborar para essa argumentacao.

Em relacdo ao habito de caca, os discursos foram sempre no pretérito, mencionando
um habito que talvez ndo ocorra mais. Parece haver, pelo menos em relacdo aos macacos-
prego, uma conscientizacdo da ilegalidade dessa atividade, evidenciada na fala de um dos
moradores, com o relato de que antes "ndo tinha esse negécio de IBAMA. Pra comer podia”, e
agora nado é permitido.

A fala de um dos moradores, com 77 anos e décadas de conhecimento acumulado em
trabalhos pela mata na llha da Marambaia, sintetiza bem os temas abordados quanto ao
aumento dos avistamentos dos primatas e o habito de caca que existia na populacdo: "Do jeito
que ta indo a producdo [de macacos]... se ndo houver batedor... t& crescendo muito. Nao
tinha tanto assim. De 76 pra cd comegou essa macacada porgque 0 povo parou de abater.
Parou de comer, eles comecaram a aumentar. Era todo dia, toda hora. N&o era um sé nem
dois que comiam ndo. Era a Marambaia inteira, esse pessoal que vivia no mato... Era o que
tinha para comer. Paca, tatu, gamba, lagarto, capivara... caga. Tanto caga rasteira, quanto
caca de arvore. Mas ndo era passaro ndo... macaco! NoOs viviamos disso. Eu também vivi
disso™.

Os relatos dos locais de avistamentos dos primatas permitiram identificar que o0s
animais estdo distribuidos por toda a face norte da Ilha da Marambaia (Figura 12), voltada
para Baia de Sepetiba, onde também estdo concentradas as casas dos moradores (da Silva,
2005). Levando em consideragdo os avistamentos proximo a base da aerondutica e na Ponta
da Pombeba, pode-se estimar que a populagdo além da face norte da ilha também utiliza uma
area da restinga adjacente e que se estende circundando a Baia da Marambaia. E possivel que
ndo haja restricdo espacial, e que os primatas possam estar distribuidos por toda a ilha,
havendo a necessidade de maiores investigacdes.

Em relacdo ao periodo do dia para atividade dos primatas proximo as casas, a maior
frequéncia dos avistamentos se deu pela manhd, levando-se em conta os relatos que
mencionaram somente esse periodo (seis moradores) e 0s que mencionaram qualquer hora do
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dia (outros seis moradores), e confrontado com o relato Unico de avistamento mais frequente a
tarde. Isto pode estar relacionado & maior atividade relatada para 0s macacos-prego nesse
periodo do dia, necessitando de mais alimentos (Aradjo et al., 2010).

Os tamanhos dos grupos relatados pela maioria dos moradores, variando de um ou
dois até quinze individuos € compativel com o descrito para as espécies de macacos-prego
(Silveira et al., 2008), ja tendo sido registrado, para S. nigritus em uma parque estadual de
Sdo Paulo, tamanhos de grupos semelhantes, variando de um a quinze individuos (lzar &
Ferreira, 2007).

Trabalhos que abordem as concepcbes dos moradores de comunidades locais em
relacdo aos macacos-prego que as cercam sdo de grande relevancia para o auxilio na
conservacao desses primatas (Lynch Alfaro et al., 2014). Desse modo, foi dado espaco para
que os moradores falassem o que achavam sobre os macacos-prego da Ilha da Marambaia,
tendo sido levantado o problema dos ataques as plantacdes. Esse fato é crescente, de uma
forma geral para os macacos-prego, como resultado de mudancas na dieta e comportamento
dos animais que vivem proximos a humanos (Freitas et al., 2008), sendo considerados,
inclusive, como pragas florestais (Rocha, 2000; Ludwig et al., 2005). Esse conflito é expresso
nos relatos dos moradores da llha da Marambaia, embora ainda ndo aparente ser algo
alarmante. Na fala de um dos moradores ficou evidente a insatisfagéo e tentativa de mudanca
dessa situacdo: "Eu queria que alguém pesquisasse para diminuir a populacdo, ne?".
Conflitos entre humanos e primatas podem culminar, em casos mais extremos, na extin¢éo de
populacdes locais (Freitas et al., 2008), sendo necessarias medidas que visem solucionar ou
amenizar o problema causado pelos primatas, mas que contemplem o0s interesses
preservacionistas para a populacdo de macacos-prego (Rocha, 2000).

O tipo de vegetacdo rasteira relatada para maior parte da Restinga da Marambaia, e
associada pelos militares do exército como a causa para a auséncia dos macacos-prego na
regido, pode ser confirmada. Por toda a extensdo mais estreita da Restinga da Marambaia
(Figura 4) predominam os tipos de formacdo vegetal herbacea e arbustiva (Goés et al., 2005).
Formacdes florestais sdo encontradas nas proximidades da ilha, inclusive nos locais dos
relatos de avistamento dos primatas (Figura 13), e também ao redor do quartel do exército, na
regido da restinga préxima ao continente. As espécies de macacos-prego sao caracterizadas
pela utilizacdo de todos os estratos arbdreos e, embora possam caminhar no solo de forma
facultativa, utilizam preferencialmente estratos arboreos médios e inferiores em florestas,
optando por galhos com mais de trés centimetros de didametro, em media, nos quais podem
utilizar a cauda como apoio (Fleagle & Mittermeier, 1981; Biondi, 2010). Para animais
frugivoros, de modo geral, o maior grau de deslocamento ocorre em funcgéo da disponibilidade
fragmentada de recursos alimentares, quando estes estdo distribuidos em manchas no
ambiente (Pinto, 2006). Assim sendo, é pouco provavel que 0s macacos-prego presentes na
Ilha da Marambaia atravessem, mesmo que de forma esporadica, os 40 km de vegetacdo
rasteira da restinga, tendo como destino final uma grande concentragdo de casa no municipio
de Guaratiba, Rio de Janeiro. Deste modo, a populagdo de macacos-prego da llha da
Marambaia estaria, atualmente, isolada.

Resta saber, entretanto, ha quanto tempo esses primatas estdo restritos a llha da
Marambaia, caso ndo sejam oriundos de introducédo. Se levarmos em consideracdo o tempo de
formacéo da ilha, esta populacéo esté isolada ha aproximadamente 5.200 -7.000 anos.
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5 CONCLUSOES

De acordo com as caracteristicas fenotipicas apresentadas pelos macacos-prego
amostrados, ndo se rejeita Ho, ou seja, a populacdo presente na Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, Rio de Janeiro, apresenta o padrdo de pelagem semelhante ao descrito para
Sapajus nigritus. Com base nessa caracteristica, pode-se sugerir que a populagdo da ilha
provavelmente pertenca a esta especie.

A observacdo de dois padrdes de pelagem encontrados no presente estudo, um mais
claro (marrom) e outro mais escuro (enegrecido), corrobora com as informaces da literatura
para S. nigritus, caso seja esta a espécie presente na Ilha da Marambaia, sendo uma
caracteristica que varia de forma intrapopulacional.

A presenca de faixa dorsal somente em individuos jovens pode indicar que esta
caracteristica esteja associada a idade, sem relacdo ao sexo ou componentes ecoldgicos. Pode-
se dizer o mesmo para a presenca de tufos, observada somente em individuos adultos.

Devido a auséncia de informac@es na literatura, ndo é possivel avaliar, quanto a massa
corporal, tamanho do corpo e cauda, se ha diferencas estatisticamente significantes entre a
populacdo da Ilha da Marambaia e os dados publicados por outros autores para S. nigritus.

As médias de massa corporal, tamanho do corpo e cauda dos individuos amostrados na
Ilha da Marambaia foram estatisticamente iguais, através do teste T, em comparacdo a S.
libidinosus e S. flavius.

A Unica medida morfométrica que diferiu significativamente entre 0s sexos em
individuos adultos foi o comprimento corporal, maior para 0s machos, e pode ser indicativo
de dimorfismo sexual.

Em relacdo a origem da populacédo, ndo se rejeita Ho, uma vez que, de acordo com 0s
relatos e o resgate histérico dos moradores, associados as caracteristicas fenotipicas
observadas, a populacdo de macacos-prego da Ilha da Marambaia é provavelmente nativa do
local.

A populacdo de macacos-prego da Marambaia pode ter ficado isolada apds a formacao
da ilha, entre 5.200 e 7.000 anos atras. Entretanto, ndo é possivel desconsiderar por completo
a possibilidade de introdugdo dos animais em um periodo anterior a 1860.

Quanto a distribuicdo atual dos primatas na Marambaia, ndo se rejeita Ho, ou seja, 0s
macacos-prego estdo provavelmente isolados na llha da Marambaia, uma vez que, através dos
relatos dos militares do exército, foi possivel identificar que os animais ndo sdo encontrados
atravessando a Restinga da Marambaia.

Na Ilha da Marambaia, a populacdo de macacos-prego habita a face norte, ocupando
também parte da restinga adjacente, na regido que se estende ao redor da Baia da Marambaia.
N&o é possivel afirmar, entretanto, sua presenca por toda a extensdo da Ilha da Marambaia,
sendo necessarios estudos futuros.

O tamanho dos grupos de macacos-prego da llha da Marambaia varia de dois e quinze
individuos, segundo os relatos dos moradores, o que coincide com os dados da literatura.
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Um trabalho de educacdo ambiental junto a comunidade e voltado para preservacao da
biodiversidade da Marambaia deve ser realizado, de modo a prevenir possiveis
comportamentos de caca a animais silvestres que podem, inclusive, colocar em risco a saude
dos moradores.
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CAPITULO 1

ANALISE DO GENE MITOCONDRIAL CITOCROMO OXIDASE Il E
DO CARIOTIPO DOS MACACOS-PREGO DA ILHA DA MARAMBAIA,
MANGARATIBA, RJ
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RESUMO

Anélises genéticas fornecem informacBes que auxiliam na sistematica de grupos complexos,
como € o caso dos macacos-prego e caiararas (Sapajus e Cebus). O sequenciamento do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase Il (COIl) tem sido amplamente empregado em estudos de
filogenia com primatas, contribuindo para o entendimento das relagbes taxonémicas
intragenéricas e intraespecificas. A analise citogenética permite avaliar, através de técnicas de
bandamento, polimorfismos cromossdémicos decorrentes de processos evolutivos e, muitas
vezes, considerados espécie-especificos. Até o momento, ndo ha nenhuma informacéo
cientifica sobre a populacdo de macacos-prego da Ilha da Marambaia, municipio de
Mangaratiba, RJ, inclusive a espécie a qual pertence. Os objetivos deste capitulo foram
comparar as sequéncias do gene COII obtidas para os macacos-prego da Ilha da Marambaia
com as publicadas para espécies de Sapajus, visando avaliar as relacdes taxonémicas, além de
descrever o complemento cromossomico e a distribuicdo da heterocromatina constitutiva
(banda C) dos individuos. Foi sequenciada uma regido de aproximadamente 690 pares de base
do gene COII de oito individuos utilizando os primers descritos por Ruvolo et al. (1991) e
realizada analise citogenética por coloracdo convencional e banda C (Sumner, 1972) de doze
espécimes de macaco-prego da Ilha da Marambaia. O sequenciamento do gene COIlI
demonstrou maior similaridade genética dessa populacdo com S. xanthosternos, seguida por
S. cay, e sendo mais divergente em relacdo a espécie com mesma area de ocorréncia, S.
nigritus. A analise do cari6tipo revelou 2n = 54, XX ou XY, sendo o cromossomo sexual Y
um submetacéntrico ao invés de acrocéntrico, descrito para a maioria das espécies. Através do
bandamento C foram identificadas marcagdes intercalares nos pares 4, 11, 12 e 17. O par
cromossémico 11 apresentou trés polimorfismos de banda C: um bloco heterocromético
préximo ao centrdmero ocupando aproximadamente 45% da cromatide; um bloco proximal,
porém ocupando 30% da cromatide, com tamanho do cromossomo reduzido; e um bloco
intercalar ocupando 30% da cromatide, também de tamanho reduzido. A divergéncia
apresentada pela populacdo da Ilha da Marambaia em relacdo as espécies comparadas foi
maior que aquelas apresentadas de forma interespecifica em Sapajus e outros géneros. Dessa
forma, a maior similaridade genética em relacdo a S. xanthosternos ndo indica que a
populacdo da Ilha da Marambaia pertenca a esta espécie. A divergéncia entre a populacdo da
Ilha da Marambaia e as sequéncias obtidas no GenBank para S. nigritus da Argentina pode
indicar distanciamento evolutivo entre as populagdes. Do mesmo modo, a banda C intercalar
para o par 11 diverge do descrito para S. nigritus da Argentina, que apresenta um pequeno par
acrocéntrico sem heterocromatina, mas assemelha-se ao descrito para S. xanthosternos, o que
corrobora a similaridade encontrada com a analise do gene COIl. A dele¢do total da
heterocromatina constitutiva do par cromossémico 11, descrito como especifico de S. nigritus,
pode ser uma caracteristica local para populacdes da Argentina. A analise de novos genes para
esta populagdo, bem como andlises genéticas de S. nigritus ao longo de toda sua area de
distribuicdo serdo importantes para auxiliar no entendimento da evolucdo das espécies de
Sapajus.

Palavras-chave: Primates, banda C, polimorfismo.
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ABSTRACT

Genetic analyzes provide information that assist in the systematic of complex groups, such as
the case of capuchin monkeys (Sapajus and Cebus). Sequencing the mitochondrial gene
Cytochrome Oxidase Il (mtCOIl) has been widely used in phylogenetic studies among
primates, favoring a better understanding of intrageneric and intraspecific taxonomic
relationships. Cytogenetic analysis, in your turn, allows evaluating, through special banding
techniques, chromosomal polymorphisms resulting from evolutionary processes and often
considered specific. Until now, there is no scientific information about the population of
capuchin monkeys from Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, including the species to which
it belongs. The objectives of this chapter were to compare the sequences of the mtCOII gene
obtained for the population of capuchin monkeys from Ilha da Marambaia with those
published for Sapajus species, in order to assess the taxonomic relationships, and describes
the karyotype and banding pattern of constitutive heterochromatin (C-band) of individuals.
Was sequenced a region of approximately 690 base pairs of the mtCOIl gene from eight
individuals using the primers described by Ruvolo et al. (1991) and carried out cytogenetic
analysis with conventional staining and C-band (Sumner, 1972) for twelve specimens of
capuchin monkeys from Ilha da Marambaia. The analysis of the mtCOII gene showed a higher
similarity of Marambaia's population with S. xanthosternos, and then with S. cay, and being
more divergent in relation to the species with the same area of occurrence, S. nigritus.
Karyotype analysis revealed 2n = 54, XX or XY, with the sexual chromosome Y as a
submetacentric, in contrast to what is generally described, as acrocentric. Through the C-
band, intercalary bands have been identified in pairs 4, 11, 12 e 17. The chromosome pair 11
presented three C-band polymorphisms: one heterochromatic block near the centromere
occupying approximately 45% of the chromatid; a proximal block, although occupying 30%
of the chromatid with reduced size of the chromosome; and an intercalary block occupying
30% of chromatid, also reduced in size. The divergence found for the population of Ilha da
Marambaia in relation of the species compared was higher to those presented in a interspecific
way for Sapajus and other genera. Thus, the genetic similarity to S. xanthosternos does not
indicate that the population of llha da Marambaia belongs to this species. The divergence
between the population of llha da Marambaia and sequences obtained from GenBank to S.
nigritus in Argentina may indicate evolutionary detachment between the populations. In the
same way, the intercalary C band for the pair 11 differs from that described for S. nigritus
from Argentina, which has a small acrocentric without heterochromatin, but is similar to that
described for S. xanthosternos, which corroborates the similarity found with mtCOIl gene
analysis. The total deletion of the heterocromatic block in the chromosome 11, described as
specific of S. nigritus, can be a local feature for populations of Argentina. The analysis of new
genes for this population, as well as genetic analyzes of S. nigritus throughout their
distribution area will be important to help understand the evolution of Sapajus species.

Keywords: Primates, C-banding, polymorphism.
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1 INTRODUCAO

Analises moleculares para resolucdo da sistematica de taxons de primatas do novo
mundo (infraordem Platyrrhini) tém sido realizadas desde o inicio da década de 1990
(Schneider et al., 2001), sendo bastante informativas para caracterizacdo das relacfes
taxondmicas e essenciais para a conservacdo das espécies (Pecon-Slattery, 2014). O
sequenciamento de genes nucleares tem possibilitado a identificacdo de divergéncias
filogenéticas que ocorreram em uma escala maior de tempo, como a relagdo entre géneros,
enquanto analises de DNA mitocondrial tém fornecido reconstrucdes mais confiaveis de
tdxons recentemente derivados, levando-se em consideracdo a maior taxa de substituicdo
nucleotidica que ocorre no genoma mitocondrial (Seuanez et al., 2005).

Com base no sequenciamento de 25 genes nucleares autossomais, Schneider &
Sampaio (2013) reanalisaram e atualizaram os dados de Perelman et al. (2011) para a
infraordem Platyrrhini, esclarecendo a divisdo dos géneros entre as familias Pitheciidae,
Atelidae e Cebidae (Figura 14). Segundo essa filogenia, a familia Pitheciidae é a mais basal
da infraordem e o agrupamento de Atelidae e Cebidae forma um clado bem suportado,
estando somente incerta a relacdo do género Aotus com os demais cebideos (Schneider &
Sampaio, 2013). Para Perelman et al. (2011), o género Aotus parece estar proximamente
relacionado aos callitrichideos (Saguinus, Callithrix, Cebuella, Mico, Callimico e
Leontopithecus), tendo o clado Cebus-Saimiri (incluindo o recente género Sapajus), como
grupo-irmdo (Figura 15). Esta foi a mesma reconstrucdo realizada por Pecon-Slattery (2014),
atualizando os dados de Perelman et al. (2011) de acordo com as recomendacdes da Unido
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN) e incluindo o género Sapajus no mesmo

clado que Cebus.
_<Saguinus
15

Callithrix
Cebuella

_<AI .
16 S P louatta
25 11 =] I

Ateles

Callicebus

13.7 7.5 Chiropotes

Cacajao
Pithecia
Outgroup

Pitheciidae

Figura 14: Filogenia da infraordem Platyrrhini com base em sequéncias de 25 genes
autossomais. Os numeros indicam o tempo aproximado de divergéncia em milhdes de anos.
Retirado de Schneider & Sampaio (2013).

Embora a posicdo de Aotus dentre os cebideos ainda ndo esteja definitivamente
estabelecida, a relagcdo que os géneros Cebus e Sapajus possuem com Saimiri parece estar
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bem definida, com tempo de separacdo estimado entre 16 e 20 milhdes de anos (Opazo et al.,
2006; Perelman et al., 2011; Schneider & Sampaio, 2013; Pecon-Slattery, 2014).

Mico
Cebuella
Callithrix
Callimico i
Leontopithecus Cebidae
Saguinus
Aotus
_: Saimiri
Cebus
Lagothrix
Brachyteles Atelidae
Ateles
Alouatta
Cacajao
Chiropotes
Pithecia
Callicebus

Pitheciidae

Figura 15: Filogenia da infraordem Platyrrhini com base em sequéncias de 54 genes
nucleares, incluindo o género Aotus na familia Cebidae, proximamente relacionado aos
callitrichideos, com o clado Cebus-Saimiri como grupo-irmao. Modificado de Perelman et al.
(2011).

Com relacdo ao género Cebus (antes da proposicdo de Sapajus), Moreira (2002) ja
havia confirmado a separacdo das espécies com e sem tufos, através do sequenciamento de
fragmentos com 850 pares de base (pb) do gene nuclear SRY (Sex Determining Region of the
Y Chromosome), presente no cromossomo Y e relacionado & diferenciacdo gonadal em
machos (Figura 16a). Essa divisdo foi também confirmada por Martins-Jr. et al. (2015)
através da andlise de elementos Alu (Arthrobacter luteus), um grupo de transposons
especificos de primatas usado como marcador molecular para analises cladisticas (Schneider
& Sampaio, 2013), demonstrando uma sequéncia especifica para Cebus, uma para Sapajus e
outra comum a ambos, tendo outros géneros de Cebidae, além de Alouatta, como grupo
externo (Figura 16b).

A separacdo entre os grupos foi ainda confirmada através da andlise de genes
mitocondriais, 0s quais apresentam maior taxa de mutagcdo em comparagdo ao DNA nuclear, o
que permite avaliar de forma mais precisa a relacdo entre taxons de primatas proximamente
relacionados (Brown et al., 1982; Seuanez et al., 2005). Com base no sequenciamento dos
genes 12S e citocromo b (Figura 17), foi estimado o tempo de divergéncia entre Cebus e
Sapajus de aproximadamente 6,2 Ma., além de descritas as histdrias biogeograficas para
ambos os grupos, considerando-os como géneros distintos (Lynch Alfaro et al., 2012a - mais
detalhes na introdugdo do Capitulo I).
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Figura 16: Reconstrucbes filogenéticas realizadas através da andlise de genes
nucleares confirmando a separacdo dos macacos-prego (Sapajus) e caiararas (Cebus) em
grupos distintos. (A) divergéncia entre o grupo com tufos (Sapajus) e sem tufos (Cebus)
demonstrada pelo sequenciamento do gene SRY. Modificado de Moreira (2002). (B)
Cladograma construido a partir da analise de elementos Alu. Modificado de Martins-Jr. et al.
(2015).

Um dos genes mitocondriais que tem sido mais empregados para estudos de filogenia
é o Citocromo Oxidase Il (COIl), ja tendo sido amplamente utilizado para reconstrucoes
filogenéticas em primatas (Ashley & Vaughn, 1995; Collins & Dubach, 2000; Ascunce et al.,
2002; Martinez et al., 2002; Ascunce et al., 2003; Ruiz-Garcia et al., 2010; Ruiz-Garcia et al.,
2012a; Ruiz-Garcia et al., 2012b). Esse gene é transcrito para producdo da citocromo oxidase,
uma enzima catalitica responsavel pela etapa final da cadeia respiratoria mitocondrial,
possuindo aminoacidos funcionalmente importantes e geralmente conservados (Ashley &
Vaughn, 1995; Collins & Dubach, 2000). O sequenciamento desse gene pode prover
informacOes valiosas acerca das relacGes taxondmicas intragenéricas e intraespecificas,
apresentando aproximadamente 700 pb dentre os platyrrhinos (Ascunce et al., 2002; Ascunce
et al., 2003; Ruiz-Garcia et al., 2012a).

Em relacdo aos macacos-prego e caiararas, 0 sequenciamento do gene COIl
demonstrou, por exemplo, uma maior distancia genética entre duas subespécies de Cebus
apella do que a observada entre espécies de Alouatta (Ascunce et al., 2003), sabendo-se hoje
que elas representam as espécies Sapajus cay e S. nigritus (sensu Silva Jr., 2001). O estudo de
populacdes de C. albifrons em diferentes regiGes geograficas demonstrou a existéncia de trés
grupos bem definidos no norte da Colémbia e outros cinco na floresta amazonica (Peru,
Equador e Brasil) e savana colombiana (Ruiz-Garcia et al., 2010). Em espécimes de C.
capucinus da Colémbia e Costa Rica foram identificados quatro haplogrupos, sendo trés
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encontrados na Coldmbia e o ultimo caracteristico da América Central (Ruiz-Garcia et al.,
2012a).

— Sapajus

— Cebus

6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 17: Arvore filogenética obtida através do sequenciamento dos genes
mitocondriais 12S e citocromo b evidenciando a separacdo das espécies de Cebus e Sapajus.
Adaptado de Lynch Alfaro et al. (2012a).

Na tentativa de auxiliar a sistematica e filogeografia dos macacos-prego, Ruiz-Garcia
et al. (2012b) sequenciaram o gene COII para individuos de diversos paises Sul-Americanos
(Colémbia, Peru, Bolivia, Guiana Francesa, Brasil, Argentina e Paraguai) pertencentes a C.
apella (considerando diversas subespécies), C. libidinosus, C. xanthosternos e C. nigritus. Os
autores identificaram que C. xanthosternos e C. nigritus formam clados distintos e podem ser
seguramente considerados como espécies, ao contrario de C. libidinosus e C. robustus,
rejeitadas como espécies e agrupadas respectivamente em C. a. cay e C. a. macrocephalus. A
espécie C. nigritus foi a que apresentou maior divergéncia genética, seguida por C.
xanthosternos, C. a. cay e, posteriormente, pelas demais subespécies de C. apella (Figura 18).
A espécie C. nigritus apresentou ainda a segunda maior diversidade genética, atras do grupo
formado por duas subespécies de C. apella da Guiana Francesa e Rio Negro, possuindo dez
regides polimorficas para o gene. As analises com o COIl puderam estabelecer que as duas
linhagens mais diferenciadas e com o maior tempo de surgimento estimado foram C. nigritus
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(357 mil anos atrds) e C. xanthosternos (276 mil anos atras). A divergéncia entre 0s
hapl6tipos dessas duas espécies pode estar relacionada a uma intensa deriva genética no
processo de especiacdo, estando associada a periodos de isolamento geografico por
fragmentacdo da Floresta Atléantica ocorridos entre 360 e 240 mil anos atras (Ruiz-Garcia et
al., 2012b).
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Figura 18: Arvore filogenética obtida a partir do sequenciamento do gene COIll para
49 espécimes de Cebus apella, C. nigritus e C. xanthosternos. Os ramos terminais com C.
albifrons, Saimiri e Aotus representam grupos externos. Adaptado de Ruiz-Garcia et al.
(2012b).

Em relacdo a citogenética, macacos-prego e caiararas apresentam o cariétipo mais
ancestral e conservado dentre os platyrrhinos (Garcia et al., 2002; Nieves et al., 2012),
possuindo diversas regides homélogas com o cariétipo de outros primatas, inclusive humanos
(Clemente et al., 1987; Mudry et al., 1990; Garcia et al., 2002, Amaral et al., 2008).
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As espécies de Sapajus apresentam 2n = 54, enquanto os representantes de Cebus
podem apresentar 2n = 54 ou 52 (Amaral et al., 2008). Para as espécies com numero diploide
igual a 54, sdo observados 10 pares de cromossomos autossomos metacéntricos ou
submetacéntricos, 16 acrocéntricos e o par sexual XX ou XY (Matayoshi et al., 1986). O
cromossomo X é submetacéntrico (Matayoshi et al., 1986; Mudry et al., 1990), enquanto 0 Y
é geralmente descrito como um pequeno acrocéntrico (Matayoshi et al., 1986; Clemente et al.,
1987; Mudry de Pargament & Slavutsky, 1987; Mudry et al., 1990; Amaral et al., 2008;
lughetti, 2008) embora ja tenha sido citado como submetacéntrico para S. apella, quando esta
incluia todas as demais espécies do género (Freitas & Seuanez, 1982).

Técnicas especiais de coloracdo, como os bandamentos C e G, permitem a
identificacdo precisa dos pares cromossémicos além da deteccdo de diferencas cariotipicas
entre as espécies, revelando polimorfismos provenientes de processos como delecdes,
inversdes, translocacdes e duplicacdes (Steinberg et al., 2014).

A técnica de bandamento C evidencia a heterocromatina constitutiva de regides
centroméricas e nao-centroméricas, nas quais estdo presentes regides de DNA, em geral,
transcricionalmente inativas (Grewal & Moazed, 2003). Esta técnica tem sido bastante
utilizada para as espécies de Cebus e Sapajus (Seuanez et al., 1986; Matayoshi et al., 1987;
Mudry, 1990; Ponsa et al., 1995; Nieves et al., 2011; Penedo et al., 2014; Steinberg et al.,
2014), especialmente por esses géneros possuirem a maior quantidade de heterocromatina ja
descrita dentre os platyrrhinos (Nieves et al., 2012). Macacos-prego e caiararas apresentam
grande variabilidade na banda C, ndo somente em relacdo ao niumero de pares marcados, mas
também pela quantidade de blocos heterocromaticos em um mesmo cromossomo e 0S Seus
tamanhos (Nieves et al., 2008). Com o0 uso da técnica de banda C para espécies de Cebus e
Sapajus, ja foram evidenciadas marcacgdes intersticiais ou terminais nos pares cromossémicos
3,4,5,6,8,11, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20 e 21 (Seuanez et al., 1986; Matayoshi et al., 1987;
Mudry, 1990; Ponsa et al., 1995; Ruiz-Herrera et al., 2004; Nieves et al. 2008; 2011). O par
11 é acrocéntrico e 0 mais caracteristico para o grupo, apresentando na maioria das espécies
um grande bloco terminal ocupando de 62 a 86% do braco longo (Matayoshi et al., 1987).
Algumas variacfes na distribuicdo da heterocromatina deste par sdo consideradas espécie-
especificas. Esse € 0 caso de S. nigritus, descrita como a espécie que apresenta a delecéo total
do grande bloco, sendo convertido a um pequeno par acrocéntrico (Mudry, 1990; Mudry et
al., 1991). Um bloco heterocromatico intercalar no par 11 foi descrito para S. xanthosternos,
sendo a Unica especie até 0 momento a apresentar este padrao (Seuanez et al. 1986).

Para a espécie de Mata Atlantica predominante no sudeste brasileiro, Sapajus nigritus,
a técnica de coloracdo por bandamento C revela diferentes padrdes de marcacdo néo-
centromérica, ja tendo sido descritas bandas: nos pares 3, 5, 12 e 17 (Mudry, 1990); pares 3,
5 12, 13 e 19, além de marcacdes menos consistentes (ou seja, somente em alguns
individuos) nos pares 17 e 20 (Mudry et al., 1991); nos pares 4, 12, 17 e 19, e outras
inconsistentes nos pares 6, 18, 20 e 21 (Ponsa et al., 1995); e pares 4, 12 e 13 (Steinberg et
al., 2014). Embora a delecéo total do grande bloco de heterocromatina constitutiva do par 11
ja tenham sido relatada para S. robustus em homozigose (Amaral et al., 2008), essa
caracteristica € associada a S. nigritus, ainda que somente confirmada para individuos da
Argentina (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Ponsa et al., 1995; Nieves et al., 2010; Nieves
et al., 2011; Steinberg et al., 2014).

O bandamento G, por sua vez, ap0s digestdo com tripsina, cora 0S Cromossomos com
variada quantidade de faixas transversais em diferentes tonalidades de coloragdo, onde as
regibes mais coradas apresentam maior contetdo de adenina e timina, e poucos genes ativos,
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enguanto as mais claras possuem mais citosina e guanina, e maior quantidade de genes ativos
(Kasahara, 2009). Essa marcagéo cria um padréo de bandas que permite identificar os pares
de homdlogos com precisdo, bem como evidenciar diferencas entre taxons e rearranjos
cromossomicos, como inversdes ou delegdes, tendo sido usada em diversos trabalhos para os
géneros Cebus e Sapajus (Freitas & Seuanez, 1982; Matayoshi et al., 1986; Clemente et al.,
1987; Mudry de Pargament & Slavutsky, 1987; Ponsa et al., 1995; Garcia et al., 2002; Ruiz-
Herrera et al., 2004; Amaral et al., 2008; Steinberg et al., 2014).

A técnica de bandamento G para S. nigritus (Figura 19) reafirmou a delecdo do grande
bloco heterocromatico do par 11, embora somente individuos da Argentina tenham sido
estudados (Ponsa et al., 1995; Steinberg et al., 2014).
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Figura 19: Padrdo de bandamento G observado para individuos de Sapajus nigritus da
Argentina. Em destaque na caixa, o par cromossdmico 11 apresentando-se como um pequeno
acrocéntrico, devido a delecdo total do bloco heterocromatico em homozigose. Retirado de
Steinberg et al. (2014).

Técnicas de microdissecgdo cromossémica e hibridizacdo por fluorescéncia in situ
(FISH) permitem a sintese de sondas e a marcagdo de regides cromossomicas especificas
(Nieves et al., 2011). Nieves et al. (2005a) desenvolveram uma sonda para hibridizagcdo em
regidbes de heterocromatina constitutiva das espécies de macacos-prego, denominada
#11gHe+. Essa sonda foi criada a partir da regido de heterocromatina do par 11 de S.
libidinosus, mas hibridiza com a regido heterocromatica de qualquer par cromossémico, ja
tendo sido testada em varias espécies de Cebus e Sapajus (Nieves et al., 2005a; Nieves et al.,
2011). Utilizando essa técnica, ja foram verificadas, para S. nigritus, hibridizacdes nos pares:
4, 12 e 13 (Nieves et al., 2005a); 4, 12, 13 (com uma banda para um individuo e duas para
outro) e 19 (Nieves et al., 2008); 4, 12 e 13, além de hibridiza¢des inconsistentes nos pares 6,
17,19 e 21 (Nieves et al., 2011). Novamente, ndo foi observada heterocromatina constitutiva
no par 11 e os individuos estudados eram provenientes da Argentina ou de cativeiro, sem
precisdo de origem.
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Outra sonda utilizada para marcacao especifica é a desenvolvida para 0 cromossomo
21 humano (denominada 21HTP - human total probe), que hibridiza com a regido proximal
de eucromatina do cromossomo 11 das espécies de Cebus e Sapajus, sendo possivel
identificar esse par cromossomico com precisdo (Nieves et al., 2008). Trabalhos utilizando
essa tecnica de hibridizacdo puderam corroborar aqueles com bandamento convencional,
confirmando a presenca do cromossomo 11 com a delegdo total do bloco heterocromético em
espéecimes de S. nigritus da Argentina (Nieves et al., 2011; Steinberg et al., 2014). Entretanto,
0 estudo citogenético a partir de amostras de dois individuos provenientes do Rio de Janeiro,
identificados como Cebus apella, mas provavelmente S. nigritus de acordo com a sua origem
geogréfica, revelou um grande bloco heterocromaético distal nesse par cromossdémico (Freitas
& Seuanez, 1982). Esse mesmo padrdo foi observado ao serem analisados dois individuos
identificados fenotipicamente como S. nigritus, mas sem origem geografica conhecida
(Penedo et al., 2014). Para outro individuo, provavelmente de Sdo Paulo e identificado como
S. nigritus, embora tendo sido empregada somente a coloragéo convencional, foi demonstrado
claramente que o par cromossémico 11 ndo sofreu processo de delecdo, estando em seu
tamanho normal (lughetti, 2008).

Os objetivos deste capitulo foram: comparar as sequéncias do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase Il (COIl) dos individuos de Sapajus sp. da llha da Marambaia com as
obtidas para a espécie que ocorre na mesma area de distribuicdo (Sapajus nigritus), além de
sequéncias de outras espécies do mesmo género, de modo a avaliar as relagcdes taxonémicas
entre esta populacdo e as demais espécies congéneres; descrever o complemento
cromossdémico e o padrdo de bandamento C dos individuos, além de investigar a ocorréncia
do polimorfismo descrito para o par 11 de S. nigritus.

Para cada objetivo foram levantadas duas hipdteses. Em relacdo ao gene mitocondrial
COll: Hp - as sequéncias obtidas demonstram uma maior similaridade genética da populacédo
de macacos-prego da llha da Marambaia com espécimes de S. nigritus, por se tratar da espécie
que ocupa a mesma area de ocorréncia; Hj - a similaridade genética é maior entre a populacéo
da Ilha da Marambaia e outra espécie de Sapajus. Em relacdo ao cariétipo e bandamento C:
Ho - o cario6tipo dos macacos-prego da Ilha da Marambaia tem nimero dipl6ide e morfologia
dos cromossomos de acordo com o descrito para as espécies de Sapajus, além do padrdo de
bandamento C concordante com o descrito para S. nigritus, incluindo a delegé&o descrita para o
par 11; H; - ha variacdo morfoldgica em um ou mais pares cromossdmicos, incluindo padréo
de banda C do par 11, diferindo do descrito para S. nigritus na Argentina.

2 MATERIAL E METODOS

A érea de estudo, assim como os procedimentos de captura, sedacdo e identificacdo
individual estdo descritos nos itens 2.1 e 2.2 de Materiais e Métodos do Capitulo 1.

2.1  Coleta de Amostras Biologicas

As amostras de sangue para analises genéticas foram coletadas dos 12 individuos de
macacos-prego capturados, durante o periodo de sedacdo dos animais, apds antissepsia do
local da pungédo com alcool 70%. Foram obtidos, de cada animal, entre 3 e 4mL de sangue da
feia femoral utilizando seringas de 05mL e agulhas de calibre 20 x 5,5mm. As amostras foram
imediatamente transferidas para tubos de coleta estéreis contendo heparina sddica e
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armazenadas em isopor para serem transportadas até a base da UFRRJ na Marambaia, tendo
sido implantadas em meio de cultura celular o mais breve possivel. Ap6s a implantacéo, o
restante do sangue foi guardado em geladeira para extracdo de DNA e anélise molecular.

2.2 Analise Molecular

As amostras de sangue foram transportadas, em isopor com gelo, até o laboratério do
Departamento de Genética do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, para extragdo do DNA e demais procedimentos.

2.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir de sangue total foi realizada através do protocolo de
Fenol-Cloroférmio, descrito por Sambrook et al. (1989). Esta técnica tem, por procedimento
inicial, a utilizacdo de tampdo de digestdo (composto por 500 puL de TNE 1x, 50 pL de Tris-
HCI 1M pH 8,0, 24 pL de SDS 25% e 10 pL de Proteinase K 10mg/mL) para promover a lise
celular e digestdo enzimética das proteinas, em microtubos plasticos de 2mL, no qual foram
adicionados 200 pL de sangue total. Os microtubos foram levados ao banho-maria a 55°C por
3h, para solubilizacdo da membrana plasmética e remogdo de proteinas celulares. Apos esse
periodo, 500 pL de Fenol equilibrado (com Tris-HCI) foram adicionados, e o conteudo
agitado, formando uma emulséao leitosa. Nesta etapa sdo desnaturadas as proteinas presentes
no material genético, além de removidos lipideos e boa parte dos polissacarideos. Os tubos
foram centrifugados a 13200 xg, por 5 minutos. O sobrenadante, contendo o DNA, foi
removido para um microtubo limpo e identificado de 1,5 mL, no qual foram adicionados 500
uL de cloroférmio, seguido de agitacdo Esta etapa permite remover tracos de fenol restantes
no DNA, além de polissacarideos ndo removidos na etapa anterior. Uma nova centrifugacao a
13200 xg por 5 minutos foi realizada, e o sobrenadante removido para um novo tubo de 1,5
mL. Neste, foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado, e o frasco foi invertido
cuidadosamente, para que o material genético fosse desidratado e aglutinado. Apds nova
centrifugacdo a 13200 xg por 10 minutos foi retirado o etanol absoluto e adicionados 500 pL
de etanol 70%, também gelado, a fim de hidratar e remover do DNA possiveis contaminantes.
Para isso, os tubos foram invertidos cuidadosamente e nova centrifugacdo a 13200 xg por 5
minutos foi efetuada. O alcool 70% foi descartado e os tubos foram mantidos de cabeca para
baixo, em toalha de papel limpa, até ficarem completamente secos. Por fim, 50 pL de tampéo
TE 1x (Tris—HC1 10 mM + EDTA 1 mM), que inativa cations essenciais para DNAses como
Ca®* e Mg®", foram adicionados e os tubos foram levados ao banho-maria & 37 °C para
dissolucdo do DNA, sendo posteriormente armazenados em freezer a -20 °C.

As amostras foram quantificadas, por espectrofotometria, utilizando NanoDrop®
modelo 2000 (Thermo Scientific). De acordo com o manual do fabricante, este equipamento
avalia a absorbancia de raios ultravioleta (UV) de DNA (260nm), de UV de proteinas
(280nm) e de UV de contaminantes organicos (230nm). Através das raz0es de 260/280 e
260/230 € possivel avaliar a pureza das amostras, sendo que valores aproximados a 1,8 para a
razdo 260/280 e valores entre 2 e 2,2 para razdo 260/230 indicam pureza no DNA, e valores
divergentes demonstram a presenca de contaminantes, como proteinas ou fenol. Embora
tenham sido encontrados valores de 260/280 aproximados ao esperando (variando de 1,79 a
1,99), os valores obtidos para razdo 260/230 destoavam muito da variagdo esperada, estando
abaixo de -1,33 ou acima de 2,61, indicando contaminacéo.
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2.2.2 Purificacao das amostras de DNA

Devido & contaminacdo encontrada utilizando-se NanoDrop®, foi necesséria
purificacdo das amostras de DNA, utilizando um kit de extracdo a partir de sangue total
(QlAamp® DNA Blood MiniKit - Qiagen).

Os procedimentos seguiram o protocolo do fabricante para extracdo de DNA a partir
de sangue total, pulando as primeiras etapas e iniciando com a adi¢do de 200 pL de etanol
absoluto as amostras de DNA, seguido de agitacdo em agitador de tubos tipo vortex por 15
segundos. As amostras foram centrifugadas brevemente para precipitacdo de possivel liquido
presente na tampa. O conteldo foi cuidadosamente aplicado na coluna QIAmp, acompanhada
de tubo coletor de 2 mL. As colunas foram fechadas e centrifugadas em centrifuga de
microtubos a 6000 xg por 1 minuto. Apds a centrifugacéo, as colunas foram transferidos para
novos tubos de 2 mL, sendo descartados os tubos contendo o filtrado. As tampas das colunas
foram cuidadosamente abertas para adicdo de 500 pL de tampdo AWL, e realizada nova
centrifugacdo a 6000 xg por 1 minuto. As colunas foram novamente transferidas para um
novo tubo de 2 mL, sendo descartado o tubo contendo o filtrado. As colunas foram abertas
para adi¢cdo de 500 pL de tampd@o AW2. Nova centrifugacdo foi realizada, a 20000 xg, por 3
minutos. O filtrado foi descartado e a coluna retornou para 0 mesmo tubo, sendo processada
nova centrifugagdo a 20000 xg, por 1 minuto. As colunas foram transferidas para tubos de 1,5
mL, identificados, sendo descartado o tubo contendo o filtrado. Foram adicionados 200 pL de
tampdo AE, mantendo-se a solucdo por 5 minutos em temperatura ambiente. Apos esse
periodo, uma centrifugacdo final a 6000 xg, por 1 minuto, foi realizada. As colunas foram
descartadas e os tubos de 1,5 mL, contendo o DNA purificado, foram armazenados em freezer
a-20°C.

O DNA purificado foi quantificado em gel de agarose 0,8% adicionado de 0,5 pL de
brometo de etidio (10mg/mL). Foi aplicado 1 pL de cada amostra de DNA com 0,5uL de
tampdo de arrasto (6x Loading Buffer - Promega®), além de solucdes de DNA de fago
Lambda (Promega®) com concentragdes conhecidas de 12,5, 25 e 50 ng/uL. O gel foi
submetido a eletroforese a 76V por 30 minutos e o resultado foi analisado em transiluminador
L.Pix Loccus (Biotecnologia®) e fotografado utilizando o software do aparelho.

2.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

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

As reacdes foram preparadas para um volume final de 25uL, contendo tampdo 5x
Colorless GoTaq® Reaction Buffer (Promega®) em concentracgéo final de 1x, MgCl, (25 mM -
Promega®) em concentracéo final de 1,5 mM (complementando para 3mM o MgCl, presente
no tampéo & 1,5mM), mix de dNTPs (10mM - Promega®) em concentracgdo final de 0,2 mM,
primers (10 pM) em concentragdo final de 2 pM cada, Taq (Thermus aquaticus) DNA
polimerase (5U GoTag® DNA polimerase - Promega®) em concentracédo final de 2U, DNA
com concentracOes variando de 10 a 20 ng/puL e completado o volume com &gua ultra pura.
Para todas as rea¢des tambeém foi incluido um controle negativo, com agua ao invés de DNA,
para avaliar possiveis contaminagfes dos reagentes.

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

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 2% adicionado de 0,5 pL de
brometo de etidio (10mg/mL). Foi aplicado 1 pL de cada amostra de produto de PCR com
0,5uL de tamp&o de arrasto (6x Loading Buffer - Promega®), além de DNA ladder (100 pb
Ludwig Biotec LTDA.) para avaliacdo do tamanho dos fragmentos amplificados e possiveis
contaminages. O gel foi submetido a eletroforese a 100V por 1h e 40 minutos e o resultado
foi analisado em transiluminador L.Pix Loccus (Biotecnologia®) e fotografado utilizando o
software do aparelho.

2.2.4 Sequenciamento

As reacOes de sequenciamento dos fragmentos amplificados do gene mitocondrial
COIlI foram realizadas no Laboratorio de Genética Marinha do Instituto de Biologia Roberto
Alcéntara Gomes, na Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os produtos de PCR foram
inicialmente purificados, para remocdo de oligonucleotideos e dNTPs nédo incorporados, com
a utilizacio de Exonuclease 1/Shrimp Alkaline Phosphatase (ExoSAP-IT- USB®), tendo sido
adicionados 0,5 uL. de EXoSAP-IT para cada 1 uL de produto de PCR e levado a temperatura
de 37°C durante 15 minutos, para acdo da enzima, sendo posteriormente inativada em
temperatura de 85°C por 15 minutos.

Foram adicionados 3 uL dos produtos de PCR purificados (com concentragoes
variando de 10 a 40 ng/uL) e 3 uL de cada primer (na concentracdo de 1uM) em 4 uL de Big
Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems® ThermoFisher Inc.). O
sequenciamento foi realizado em termociclador (PCR System 9700 - Applied Biosystems®
ThermoFisher Inc.), utilizando-se os seguintes ciclos de temperatura: 96°C por 1 minuto;
96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos, repetidos por 25 vezes;
4°C como temperatura final.

Apbs 0 sequenciamento, as amostras foram purificadas em Sephadex® G-50 (Sigma-
Aldrich), adicionando-se 750 pL de Sephadex® (10g para cada 150 mL) em coluna prépria,
sobre microtubo de 1,5 mL. Estes foram centrifugados a 7000 xg por 90 segundos,
descartando-se a 4gua. A coluna foi transferida para novo microtubo de 1,5 mL, e adicionados
10 puL do produto de sequenciamento, tendo sido realizada nova centrifugacdo a 7000 xg por
3 minutos. Foram adicionados 15 puL de Formamida HI-DI (ThermoFisher Inc.) e as amostras
foram distribuidas na placa para leitura do sequenciamento. A deteccdo dos produtos
purificados foi realizada em Sequenciador Automatico ABI 3130 (Applied Biosystems®). A
analise dos eletroferogramas foi realizada com o auxilio do software SeqScape v2.7 (Applied
Biosystems®) e checados manualmente.

2.2.5 Analises filogenéticas

Foram utilizadas, para comparacdo, sequéncias do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase Il depositadas no GenBank® para S. nigritus (AF181088), obtida a partir de um
individuo alojado em um centro de criacdo de animais na Argentina e sem origem conhecida,
e S. cay (AF181089), a partir de um individuo de um Instituto de Ciéncias no Paraguai, com
origem no mesmo pais, ambas publicadas por Ascunce et al. (2002). Foram utilizadas, ainda,
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cinco sequéncias cedidas por Manuel Ruiz-Garcia, obtidas em Ruiz-Garcia et al. (2012b),
para as espécies S. nigritus (duas sequéncias de espécimes da Argentina), S. xanthosternos
(sequéncia de um individuo da Bahia) e S. cay (duas sequéncias, sendo uma do Brasil e outra
do Paraguai). As sequéncias mencionadas encontram-se no Anexo VI.

As andlises filogenéticas foram realizadas no software Mega v6.06 (Tamura et al.,
2013). Foram obtidos valores de divergéncia genética considerando todas as substituicOes
nucleotidicas, com base no método de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). As relagdes
filogenéticas foram inferidas através do método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987),
seguindo o modelo Kimura-2-parameter (Kimura, 1980). O suporte para cada subclado
apresentado foi estimado pelas médias do método de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base
em 1000 replicacdes.

2.3 Andlise Citogenética

2.3.1 Cultivo celular

Os procedimentos para o cultivo de linfocitos do sangue periférico seguiram a técnica
descrita por Moorhead et al. (1960) e decorreram até seu término em um laboratério
improvisado na Ilha da Marambaia, porém com todos 0s equipamentos necessarios para 0s
procedimentos.

Para minimizar as chances de contaminacdo, ao redor de uma lamparina foram
adicionadas pelo menos oito gotas de sangue total em cada tubo Falcon de 15 mL contendo
meio de cultura RPMI — 1640 (4mL - Vitrocell Embriolife®) acrescido de 1 mL de soro fetal
bovino (Vitrocell Embriolife®), que propicia a nutricdo das células, além de 10U (0,1mL) de
fitohemaglutinina (Vitrocell Embriolife®). Esta Gltima promove a des-diferenciacdo dos
linfocitos para que entrem em divisdo celular (Kasahara, 2009). A cultura foi mantida, em
banho-maria, a 37°C por 71h.

Apo6s esse periodo 25U de colchicina (10 M), um inibidor de fuso mitético, foram
adicionadas a cultura celular, que retornou ao banho-maria por mais uma hora a 37°C. Este
procedimento permite obter os cromossomos em metafase, na qual se encontram em grau
méaximo de condensacao favorecendo o estudo do cariétipo. Apds completadas 72h, os tubos
foram centrifugados por 5 minutos a 200 xg e o sobrenadante descartado. Foram
acrescentados 5 mL de solucdo hipotdnica de Cloreto de Potéssio (KCI) a 0,075 M sob
agitacdo em vortex. Esta solucdo torna as células tdrgidas, proporcionando uma melhor
separagdo dos cromossomos na tentativa de evitar sobreposicdes na Iamina (Kasahara, 2009).
Os tubos foram colocados novamente no banho-maria a 37°C por 20 minutos.

Ao final desse periodo os tubos foram novamente centrifugados a 200xg durante 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e a fixacdo do material realizada adicionando-se ao
pellet 5 mL de solucédo fixadora gelada (metanol e &cido acético, 3:1) sob agitacdo no vortex,
permanecendo em temperatura ambiente por 15 minutos. O processo de centrifugacdo e
adicéo de solucdo fixadora foi repetido por mais duas vezes, acrescentando-se, por vez, 3 mL
e 2 mL. O material foi armazenado em congelador a aproximadamente -10°C e transportado
posteriormente, em isopor com gelo, para o laboratério do Departamento de Genética do
Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

No laboratério, foi realizada nova centrifugacdo a 200 xg durante 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e um volume de solucdo fixadora gelada proporcional ao pellet
foi adicionado. A solucéo foi homogeneizada e duas gotas do material foram pingadas, com o
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auxilio de pipeta Pasteur, em laminas limpas com alcool 70% e previamente bafejadas. O ato
de bafejar umedece a ldamina permitindo um melhor espalhamento do material.

2.3.2 Coloracéo convencional

As laminas foram coradas utilizando-se solucdo de Giemsa® (Merck) 4%, em agua
destilada, por 10 minutos. Foi utilizado microscopio Optico da marca Olympus, modelo
CH30RF100, com objetiva de 10x para localizacdo das metéfases e de 100x para a analise dos
cromossomos e fotografia. As melhores metafases foram fotografadas e as imagens foram
transferidas para 0 computador. Os cariétipos foram montados utilizando o programa Adobe®
Photoshop® CS3, seguindo a organizagéo estabelecida por Matayoshi et al. (1986).

2.3.3 Bandamento de heterocromatina constitutiva (banda C)

A técnica de banda C foi realizada segundo Sumner (1972) em laminas de sete dias
cujas metéafases foram previamente identificadas e analisadas com coloragdo convencional.
Primeiramente, as laminas eram imersas em solucdo de acido cloridrico (HCI) 0,02N por 10
minutos e, em seguida enxaguadas em agua destilada e secas ao ar. Posteriormente eram
colocadas em uma cuba de coloracdo de vidro contendo Hidroxido de Bario (Ba(OH),) a 5%
por periodo entre 3 e 8 minutos, a 37°C. As laminas foram novamente lavadas e secas, sendo
ao final imersas em solucdo salina de cloreto e citrato de sédio (2x SSC - 17,559 de NaCl +
8,82¢g de Citrato de Sddio para 1L de &gua destilada) pH 7.0 a 60°C durante 10 minutos. As
laminas, apés serem novamente lavadas e secas, foram coradas com solucdo de Giemsa®
(Merck) 4%, em agua destilada, por 10 minutos.

Apds os procedimentos mencionados, as laminas foram analisadas ao microscopio,
com objetivas de 10 e 100x, e as metafases com o melhor bandamento foram fotografadas. As
fotografias produzidas foram transferidas para o computador e os cari6tipos foram montados,
com o Adobe® Photoshop® CS3, seguindo o estabelecido por Matayoshi et al. (1986).

2.3.4 Bandamento G

A técnica de banda G foi realizada segundo Seabright (1971), com modificagdes.
Laminas de 7 dias foram imersas em solucéo de tripsina 1% (Difco®, 1:250), preparada com
solucdo Dulbecco (8g de NaCl + 0,2g de KCI + 0,2g de KH,PO, + 1,5g de NasPO, para 1L de
agua destilada), por um periodo que variou de 8 a 12 segundos. Apds serem retiradas dessa
solugéo, foram lavadas em solucdo tampéo fosfato (6,89 de KH,PO, + 0,88g de NaOH para
1L de &gua destilada) gelada e coradas com solucdo de Giemsa® (Merck®) 4%, em &gua
destilada, por 4 minutos.

3 RESULTADOS

Foram capturados 12 individuos de macacos-prego na llha da Marambaia, sendo 8
machos e 4 fémeas. Foi realizado sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase 11
(COIl) para 8 individuos, devido a problemas de contaminacdo na extragdo de DNA para 0s
demais. A anélise citogenética com coloragdo convencional e banda C foi realizada para todos
os 12 individuos. A técnica de bandamento G foi realizada para casos especificos, de modo a
complementar os resultados obtidos no bandamento C.
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3.1 Analise Molecular

Foram obtidas sequéncias de 555 a 695 pb do gene mitocondrial Citocromo Oxidase 11
(Anexo VII) para oito dos doze individuos estudados. Foram observados 4 haplotipos,
diversificados pela delegdo de uma base A em um individuo (sequéncia 4), substitui¢do de
uma base C por A em um individuo (sequéncia 6), e uma insercdo de base A para um terceiro
individuo (sequéncia 7). Os demais cinco individuos apresentaram sequéncias idénticas,
levando-se em consideracdo a comparacdo da regido amplificada em comum a todos eles,
com 555 pb.

Em termos de divergéncia intrapopulacional, com base no nimero de substitui¢cGes por
sitio, sete dos oito individuos apresentaram valor nulo (d = 0,0000), sendo observada variagcdo
para apenas um deles, com valor d = 0,0019 (Tabela 4). A divergéncia média entre 0s
individuos foi d = 0,0005.

Tabela 4: Valores de divergéncia genética, com base na amplificacdo do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase Il, encontrados para oito individuos de Sapajus sp.
(Platyrrhini: Cebidae) da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ. As anéalises foram realizadas
usando o modelo Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). A divergéncia média entre 0s
individuos foi d = 0,0005.

1 2 3 4 3 ] 7
1 - Sequence 1
2- Sequence 2 0,0000
3 - Sequence 3 0,0000 00,0000
4 - Begquence 4 00000 00000 00000
3 - Sequence 3 00000 00000 00000 0,0000
6 - Sequence 6 0,0019 00019 00019 00019 00019
7- Sequence 7 00000 00000 00000 00000 00000 00019
3 - Sequence 3 00000 00000 00000 00000 00000 00019 00000

A comparacdo entre as sequéncias obtidas para os individuos da llha da Marambaia e
aquelas publicadas para outras espécies de Sapajus (Tabela 5), revelou uma maior divergéncia
genética em relacdo as sequéncias de trés exemplares de S. nigritus da Argentina (d = 0,0537,
0,0557 - S.nigritus_1 e d = 0,0622 e 0,0642 - S.nigritus_2 e _3), além de um dos individuos
de S. cay do Paraguai (d = 0,0537 e 0,0557 - S.cay Paraguai_2). A maior similaridade
genética da populacdo da ilha foi com a sequéncia obtida a partir do exemplar de S. cay do
Brasil e um S. cay do Paraguai, com d = 0,0234 para sete individuos e d = 0,0253 para um,
seguida pelo exemplar de S. xanthosternos, com d = 0,0254 e 0,0274 (Tabela 5). A
divergéncia média entre todos os espécimes analisados foi d = 0,0299.
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Tabela 5: Valores de divergéncia genética encontrados pela comparacdo de sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il de oito
individuos de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae) da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ com espécimes de outras espécies de Sapajus. As
analises foram realizadas usando o modelo Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993). A divergéncia média entre os espécimes analisados foi d =

0,0299.
1 2 3 4 = 6 1 3 o 10 11 12 13 14
1 - Sequence 1
2 - Sequence 2 0.0000
3 - Sequence 3 0.0000 10,0000
4 - Sequence 4 0.0000 0,0000 00000
5 - Sequence 3 0.0000 0,0000 00000 00000
6 - Sequence 6 0.0019 00019 00019 00019 00019
T - Sequence 7 0.0000 0,0000 00000 00000 00000 00019
8 - Sequence 8§ 00000 0,0000 00000 00000 00000 00019 00000
G- 5 nigritus_1 0.0537 0,0537 00537 0,0537 0,0537 0,0557 00537 00537
10- 5 nigritus_2 00622 0,0622 00622 00622 00622 00642 00622 00622 00193
11- 5 nigritus_3 0.0622 00622 00622 00622 00622 00642 00622 00622 00193 00000
12 - 5 xanthos ternos 00254 0,0254 00234 0,0254 00254 0,0274 00254 0,0254 00338 0,0645 0.0645
13- 5 cay Brasil 00234 0,0234 00234 00234 00234 00253 00234 00234 00372 00414 00414 00254
14- 5 cay Paraguai 10,0234 00234 0,0234 00234 0,0234 002533 0,0234 00234 0,0372 00414 0,0414 00254 0,0000
15- 5 cay Paragua 20,0337 000537 0,0537 00537 0,0537 00537 00537 00337 0,0000 00193 00193 00558 00372 00372
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O agrupamento dos espécimes, atraves do método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei,
1987), e seguindo o modelo de dois parametros (Kimura, 1980), demonstrou maior
semelhanca dos macacos-prego da llha da Marambaia com o espécime de S. xanthosternos, da
Bahia. O clado formado por este grupo foi agrupado com os individuos de S. cay do Brasil e
outro do Paraguai. Por fim, formando uma ramificacdo mais ancestral, foram agrupados os
exemplares de S. nigritus da Argentina, além do outro espécime de S. cay do Paraguai (Figura
20).

Sequence 5
—— Sequence b
Sequence 3

99| Sequence 1

Sequence 2

Sequence 4
100

Sequence 7

Sequence 8

S xanthosternos

S.cay_Brasil
E{S.cay_l:'araguaij
g | S.nigritus_1
4{ S.cay_Paraguai_2
100 | S.nigritus_2
1001 S nigritus_3

0.a05

Figura 20: Arvore filogenética de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), a partir da
comparacdo de sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il, demonstrando a
relacdo de oito individuos de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae) da llha da Marambaia
(Sequence 1 - Sequence 8) com outras espécies do género. Construida segundo o modelo de
dois parametros (Kimura, 1980). Os numeros acima das ramificaces correspondem a valores
de bootstrap (Felsenstein, 1985), com base em 1000 replicagdes. A escala representa 0s
valores de divergéncia genética (d).

3.2 Analise Citogenética

Foram analisadas a0 menos 15 metéafases completas de cada individuo, tanto para a
coloracgéo convencional quanto para o bandamento C. Para o bandamento G, foram analisadas
ao menos 10 metafases de individuos em casos especificos.

3.2.1 Coloragéo convencional

Todos os 12 individuos apresentaram numero diploide 2n = 54, com par sexual XX
para fémeas e XY para machos. Nove pares de autossomos sdo submetacéntricos, um
metacéntrico e os demais dezesseis pares, acrocéntricos. Ambos 0s cromossomos sexuais (X e
Y) apresentaram-se submetacéntricos (Figura 21), sendo o Y um dos menores do cariotipo.
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Para seis individuos foi possivel perceber alteracdes de tamanho no par cromossémico
11, sendo possivel confirmar se tratar deste par com a utilizagdo das técnicas de bandamento
C e G (itens 3.2.2 e 3.2.3). Em quatro destes individuos, os homologos apresentavam
tamanhos distintos entre si (Figura 22), enquanto para os dois restantes os homélogos do par
11 apresentavam 0 mesmo tamanho, mas eram menores que os do par 12, tendo tamanho
aproximado ao do par 13 (Figura 23).
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Figura 21: Cari6tipo em coloracdo convencional de um individuo macho de Sapajus

sp. (Platyrrhini: Cebidae), 2n = 54, XY, da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ.
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Figura 22: Cariotipo de uma fémea de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae), 2n = 54,
XX, da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, em coloragéo convencional ressaltando (caixa) a
diferenca de tamanho entre os homologos do par 11.
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Figura 23: Cariétipo de um macho de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae), 2n = 54, XY,
da Ilha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, em coloracdo convencional ressaltando (caixa) a

reducdo de tamanho do par 11 em relagédo ao 12.
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3.2.2 Bandamento C

Atraveés da técnica de bandamento C foram observadas marca¢fes ndo-centromericas
nos pares cromossomicos 4, 11, 12 e 17, todas intercalares a eucromatina (Figura 24). Para
seis individuos (50% das amostras analisadas), a marcacdo apresentada pelo par 11
correspondeu a blocos ocupando aproximadamente 45% do cromossomo, estando proximos
ao centromero, em homozigose (Figura 24).
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Figura 24: Pares cromossdmicos 4, 11, 12 e 17 de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae)
da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, marcados com bandamento C. O par 11 apresentou,
em seis individuos, homozigose para o bloco heterocromatico proximo ao centrémero
ocupando aproximadamente 45% do cromossomo.

Outros seis individuos apresentaram polimorfismos no tamanho e posi¢do das bandas
heterocroméaticas do par 11, confirmando as alteragbes apresentadas com coloragdo
convencional. Para quatro deles (33,33% das amostras analisadas), um dos homologos
possuia 0 mesmo padrdo descrito anteriormente, representado pelo bloco proximal ocupando
aproximadamente 45% das cromatides, que sera chamado aqui de 11A (Figura 24). Seu
homologo apresentava, além de tamanho menor, uma banda mais distal e de tamanho
reduzido, ocupando aproximadamente 30% do cromossomo (Figura 25), que sera chamado de
11B. Os outros dois individuos (16,67% das amostras analisadas) apresentaram padrdes
parecidos para o par 11, embora o cromossomo com banda C proximal tenha apresentado
tamanho reduzido, tendo sua banda proximal aproximadamente 30% do tamanho do
cromossomo (Figura 26), sendo denominado 11C.
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Figura 25: Cariétipo com bandamento C de uma fémea de Sapajus sp. (Platyrrhini:
Cebidae) da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, destacando (caixa) o polimorfismo
apresentado no par 11. Um dos homdlogos apresentou banda préxima ao centrébmero
ocupando 45% da cromatide, enquanto o outro possuia tamanho reduzido, com banda
intercalar ocupando 30% da cromatide.
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Figura 26: Cari6tipo com bandamento C de um macho de Sapajus sp. (Platyrrhini:
Cebidae) da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ, destacando (caixa) o polimorfismo
apresentado no par 11, com os homologos apresentando tamanho reduzido quando
comparados ao par 12. Um dos homdlogos apresentou banda proximal enquanto o outro
possuia banda mais distal, ambas ocupando 30% do cromossomo.
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3.2.3 Bandamento G

A técnica de bandamento G foi realizada para andlise do cari6tipo dos individuos nos
quais havia sido observada diferenca de tamanho e polimorfismo de banda C entre
homologos. Desse modo foi possivel confirmar, em comparacdo com o descrito na literatura
(Figura 19), o pareamento e 0S cromossomos correspondentes aos pares 11 e 12 no cariotipo
(Figura 27).

*’w’ i

Figura 27: Comparacdo das marcacdes de banda C (acima) e G (abaixo) para os pares
11 e 12 de individuos de Sapajus sp. (Platyrrhini: Cebidae) da llha da Marambaia,
Mangaratiba, RJ, que apresentaram diferenca de tamanho do 11 (com polimorfismos 11A e
11B).

4 DISCUSSAO

A melhor compreensé@o dos processos evolutivos dos primatas do novo mundo requer
uma abordagem que envolva anélises tradicionais, como morfologia, biogeografia e
citogenética, em associacdo a dados moleculares (Armada et al., 1987; Seuanez et al., 2005).
Desse modo, o estudo de genética molecular e citogenética apresentados neste capitulo,
associados aos padrdes de pelagem e possivel origem dos macacos-prego da llha da
Marambaia tratados no Capitulo I, podem fornecer uma pista da historia evolutiva dessa
populacéo.

O baixo valor de divergéncia média (d = 0,0005) apresentado para a populacéo da llha
da Marambaia através da analise do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il demonstra que
os individuos estdo proximamente relacionados. Isso pode indicar, por exemplo, uma Unica
origem para a populagdo, sendo a divergéncia (d = 0,0019), apresentada por um individuo
(sequéncia 6), decorrente de processos evolutivos naturais. Valores maiores que o0s obtidos
para a populagdo da Marambaia para individuos de macaco-da-noite, Aotus lemurinus (d =
0,002, 0,007 e 0,010), levaram a conclusdo de tratarem-se de exemplares capturados a partir
de uma mesma populacdo na Colémbia (Ashley & Vaughn, 1995). O valor zero (d = 0,0000)
apresentado por dois individuos de S. nigritus (S.nigritus_2 e S.nigritus_3) pode indicar que
tenham origem em uma mesma populacdo, na Argentina. J& a divergéncia nula para um dos S.
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cay do Paraguai (S.cay Paraguai_2) em relacdo a um dos individuos de S. nigritus
(S.nigritus_01) pode indicar engano na identificacdo de um dos dois espécimes,
provavelmente do S. cay, por estar agrupado com os individuos de S. nigritus (Figura 20).

Os valores obtidos na comparacdo dos individuos da Ilha da Marambaia com
espécimes de S. nigritus da Argentina (d = 0,0537, 0,0557, 0,0622 e 0,0642) s&o
consideravelmente maiores que os obtidos entre os espécimes de S. nigritus e dois individuos
de S. cay (do Brasil e um do Paraguai), com valores d = 0,0372 e 0,0414, estando proximos
ou superiores ao encontrado entre um dos individuos de S. nigritus com o espécime de S.
xanthosternos, com valor d = 0,0558 (Tabela 5). Somente os valores obtidos na comparagédo
entre dois individuos de S. nigritus e o individuo de S. xanthosternos foram maiores (d =
0,0645). A divergéncia observada entre os individuos de S. nigritus e S. xanthosternos condiz
com a distancia encontrada por Ruiz-Garcia et al. (2012b) para as espécies, utilizando o
mesmo gene em outras analises.

Os valores obtidos entre a amostra da Ilha da Marambaia e exemplares de S. nigritus
também sdo maiores que os observados, por exemplo, entre individuos de S. nigritus e S. cay
da Argentina, com d = 0,0175 (Martinez et al., 2002). Outras comparac0es, entre espécies de
outros géneros, também apresentam valores menores ou similares, como a analise de quatro
espécies de macacos-aranha (Ateles), com valores variando de d = 0,0349 a 0,0470 (Collins &
Dubach, 2000), espécies de mico-de-cheiro (Saimiri), com valores d = 0,02 e 0,031, ou
espécies de Aotus, com valores entre 0,046 e 0,06 (Ascunce et al., 2003). Os dados
moleculares contradizem a analise fenotipica dos individuos e a regido geogréafica na qual se
encontra a populacdo da Ilha da Marambaia (capitulo 1), que indicam ser provavel
pertencerem a espécie S. nigritus. Essa grande divergéncia genética pode estar associada ao
fato das comparagOes terem sido realizadas com individuos provenientes da Argentina
(embora um deles ndo tenha origem conhecida), sendo possivel que haja uma maior
divergéncia genética entre as populacdes ao longo da distribuicdo da Argentina ao Brasil.
Como ndo ha dados de sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il para S.
nigritus de outras regides do Brasil, ndo € possivel dizer se a divergéncia encontrada é
somente para a populacdo da llha da Marambaia ou se ocorre em uma escala geografica
maior, como para individuos do estado do Rio de Janeiro, ou até mesmo de outros estados
brasileiros. Outra possibilidade é esta divergéncia estar associada a divisdo em subespécies,
como tratado no capitulo I, sendo S. nigritus cucullatus encontrada nos estados brasileiros de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, além da regido de Iguazu, na Argentina, enquanto S. n.
nigritus estaria restrita ao Brasil, distribuida nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Séo
Paulo e Rio de Janeiro (Lynch Alfaro et al., 2014). Ainda assim, seria esperada uma maior
semelhanca da populagéo da Ilha da Marambaia com S. nigritus.

A menor divergéncia da populagéo da Ilha da Marambaia com dois individuos de S.
cay e um de S. xanthosternos ndo é, de qualquer forma, indicativa de pertencerem a uma
destas espécies, pois as distancias apresentadas (d = 0,0234, 0,0253, 0,0254 e 0,0274) s&o
maiores que as observadas, de forma interespecifica, em Sapajus e Saimiri, por exemplo,
como tratado anteriormente.

Segundo a arvore filogenética de Neighbor-Joining obtida, a populacdo da Ilha da
Marambaia relaciona-se de forma mais proxima a S. xanthosternos (Figura 20). Essa relacéo
pode estar associada ao processo de migragdo do género, estudado por Lynch Alfaro et al.
(2012a), tratado no capitulo I, que descreve um maior periodo de permanéncia e evolugao
para Sapajus na Mata Atlantica. Na &rvore filogenética obtida por este autores, as espécies S.
nigritus (incluindo espéecimes do sudeste brasileiro), S. xanthosternos, S. robustus e S. cay
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estdo agrupadas, em divergéncia a S. apella, S. macrocephalus e S. libidinosus, mas sem
precisdo das relacGes entre elas (Figura 17). De alguma forma, com base nessa teoria, a
populacdo da Ilha da Marambaia pode ter evoluido a partir de um ancestral comum a S.
xanthosternos, ficando restrita em determinada &rea do Rio de Janeiro, enquanto o0s
exemplares dessa especie migraram para Bahia. Outros grupos podem ter migrado em direcao
ao sul do continente, onde se diversificaram, formando as populagdes de S. nigritus e S. cay
que hoje sdo estudadas na Argentina e Paraguai.

O distanciamento encontrado entre as sequéncias obtidas para o gene COIl nos
individuos da Illha da Marambaia com relacdo aquelas da literatura pode indicar uma
divergéncia dessa populacdo, possivelmente com a manutencdo de caracteristicas ancestrais.
O mesmo pode se dar para outras populacdes do estado do Rio de Janeiro ou do sudeste do
Brasil, influenciado pelo isolamento ou outras pressdes evolutivas. De modo semelhante, foi
apresentado por Martinez et al. (2002), com base nos dados do gene COII, a proposta de que
as entdo subespécies Cebus apella paraguayanus e C. a. nigritus estariam em processo de
divergéncia, com valor inferior ao encontrado para a populagéo da ilha (d = 0,0175), sabendo-
se que hoje se tratam de duas espécies bem suportadas (S. cay e S. nigritus, respectivamente).

Em relacdo a analise citogenética, foi possivel identificar que o cari6tipo dos macacos-
prego da Ilha da Marambaia apresenta numero diploide e morfologia dos cromossomos
compativel com o descrito para as espécies do género Sapajus (Matayoshi et al., 1986). A
Unica divergéncia encontrada foi a morfologia do cromossomo Y, apresentando-se como um
submetacéntrico enquanto, na maioria das publicacdes, é descrito como acrocéntrico
(Matayoshi et al., 1986; Clemente et al., 1987; Mudry de Pargament & Slavutsky, 1987,
Mudry et al., 1990; Amaral et al., 2008; lughetti, 2008). A mesma morfologia observada para
o cromossomo Y dos individuos da ilha foi descrita por Freitas & Seuanez (1982) para
espécimes de Cebus apella do Rio de Janeiro, Bahia e Para, que atualmente representam, de
acordo com a distribuicdo geogréfica relatada, Sapajus nigritus, S. xanthosternos e S. apella.
A morfologia do cromossomo Y ja foi descrita com variacdes para outros géneros de
Platyrrhini, como Alouatta, Ateles e Callicebus (Koiffmann & Saldanha, 1973; Armada et al.,
1987; Barros et al., 2003; Nieves et al., 2005b) e parece ser comum nesse nivel taxonémico.

Com excecdo do par cromossémico 11, os pares com marcacdo de banda C
encontrados para os individuos da Ilha da Marambaia (4, 12 e 17) ja foram descritos para a
espécie da mesma area de ocorréncia (S. nigritus), embora ndo exatamente na mesma
combinacdo (Mudry, 1990; Mudry et al., 1991; Ponsa et al., 1995; Steinberg et al., 2014).
Essa variacdo de pares marcados com bandamento C é comum para macacos-prego e
caiararas, inclusive de forma intraespecifica (Amaral et al., 2008).

A banda C intercalar no par 11, entretanto, nunca foi descrita para S. nigritus, e até o
momento era considerada uma caracteristica especifica de S. xanthosternos, tendo aparecido,
segundo Seuénez et al. (1986), apds a radiacdo das espécies do género. A banda C
apresentada por estes autores para S. xanthosternos € grande (ocupando aproximadamente
50% do cromossomo) e proxima ao centrébmero, como o polimorfismo 11A, apresentado aqui.
H4, entretanto, uma diferenca entre o par 11 dos individuos da Marambaia e o publicado por
Seuénez et al. (1986), referente ao padrdo de bandas G. No trabalho publicado para S.
xanthosternos, € evidenciada a presenca de uma banda positiva (mais escura) proximo ao
centrémero e, ap06s uma grande regido sem marcacao, duas bandas bem distintas na porcéao
terminal (Figura 28), enquanto o polimorfismo 11A dos macacos-prego da Ilha da Marambaia
apresentam somente as duas bandas na regido terminal, ndo tendo sido observada a marcacgao
préxima ao centrémero, o que demonstra uma divergéncia.
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A marcacdo intercalar para o par cromossémico 11 pode ter se originado duas vezes na
evolugéo do grupo, ou seja, para os ancestrais da populacdo da llha da Marambaia e para 0s
ancestrais de S. xanthosternos, ou mais provavelmente, ser uma caracteristica comum a
ambos, com um unico ancestral direto. Esse tipo de marcagdo de banda C no par 11 corrobora
a maior relacdo entre a populacdo de macacos-prego da llha da Marambaia e S. xanthosternos,
através da analise do gene mitocondrial COII.
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Figura 28: Comparacao dos padrbes de bandamento C e G de individuos de Sapajus
xanthosternos (A) com o polimorfismo 11A apresentado por individuos da populacdo de
macacos-prego da llha da Marambaia, Mangaratiba, RJ (B). Notar a presenca de uma
marcagdo positiva (mais escura) proxima ao centrdmero no bandamento G de S.
xanthosternos, o que diverge dos macacos-prego da llha da Marambaia. Adaptado de Seuanez
et al. (1986).

Pode-se, ainda, descartar a possibilidade de introducdo de S. xanthosternos na Ilha da
Marambaia, pois o fenédtipo dos individuos capturados (capitulo 1) é condizente com o
descrito para S. nigritus.

Se considerarmos que a populacdo da ilha realmente pertenga a S. nigritus, visto a
localizacdo geogréafica e o fenotipo, entdo o polimorfismo apresentado para o par 11, descrito
para populacGes da Argentina, é uma caracteristica local, como mencionado por Ponsa et al.
(1995), e ndo de toda a distribuicdo da espécie. Reforca esse fato outros trabalhos publicados
demonstrando, para S. nigritus, padrdo diferente do descrito na Argentina (Freitas & Seuanez,
1982; lughetti, 2008; Penedo et al., 2014). Do mesmo modo como foi citado para a analise
molecular, o polimorfismo apresentado no par cromossémico 11 pode estar associado as
subespécies de S. nigritus, podendo-se apresentar para S. n. nigritus na forma de grande bloco
heterocromético terminal (Freitas & Seuanez, 1982; Penedo et al., 2014) ou intercalar
(presente estudo).

Embora a organizacgéo das regides de eucromatina seja bastante conservada, rearranjos
de heterocromatina constitutiva sdo comuns e fazem parte do processo evolutivo das espécies
de Platyrrhini (Garcia et al., 1983; Nieves et al., 2005a). A presenca de heterocromatina
intersticial e/ou terminal pode facilitar a ocorréncia de rearranjos estruturais, como inser¢oes,
fusBes ou inversfes, uma vez que quebras cromossdmicas podem ocorrer nestas regides sem
afetarem regides informativas do DNA (Garcia et al., 1983). Esse fato pode estar relacionado
a presenca de regides cromossdémicas propicias a quebras, denominadas sitios frageis, as quais
podem estar associadas as porcOes terminais da heterocromatina constitutiva, comumente
presente em primatas, incluindo humanos (Miro et al., 1987).

Para Cebus e Sapajus, 0 processo de diversificacdo cromossémica é acompanhado por
movimentos de eucromatina e heterocromatina (Nieves et al., 2010), sendo a inversédo o
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rearranjo mais comum (Garcia et al., 2002). De forma intraespecifica, predomina o processo
de inversédo paracéntrica (Ruiz-Herrera et al., 2004), a qual néo envolve o centrdmero, sendo
comum para especies desses géneros (Matayoshi et al., 1987; Ponsa et al., 1995; Ruiz-Herrera
et al., 2004). Alguns cromossomos podem ser mais susceptiveis a esses rearranjos por
apresentarem sitios frageis, como ja identificado no brago longo dos cromossomos 1, 11, 18 e
X (Mudry, 1990). A variacdo apresentada para o par cromossémico 11 dos individuos da Ilha
da Marambaia pode ter envolvido processos de delecdo e inversdo, possivelmente
relacionados a regides de sitio fragil. Se levarmos em consideracdo que a forma 11A é a
ancestral para a populacdo da ilha da Marambaia, visto a maior frequéncia desta (seis
individuos em homozigose e quatro em heterozigose), além do seu tamanho ser conservado
em relacdo ao do par 12, podemos elaborar uma hipétese para o surgimento das outras duas
formas (11B e 11C). Considerando um menor nimero de passos evolutivos, podemos sugerir
que, a partir da forma 11A, pode ter havido uma delecdo parcial de uma regido qualquer do
bloco heterocromatico, gerando a forma 11C (Figura 29a). Em outro momento, pode ter
ocorrido uma inversdo paracéntrica envolvendo o bloco heterocromatico e parte da
eucromatina, originando a forma 11B (Figura 29Db).
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Figura 29: Possiveis rearranjos cromossémicos responsaveis pelo polimorfismo de
banda C observado no par cromossémico 11 dos macacos-prego (Sapajus sp.) da llha da
Marambaia, Mangaratiba, RJ. (A) Delecdo parcial do bloco proximal;, (B) inversdo
paracéntrica envolvendo o bloco heterocromatico e parte da eucromatina. Os codigos 11A,
11B e 11C identificam os trés polimorfismos encontrados para o par na populagéo estudada.

O fato dos demais pares cromossdmicos terem apresentado marcacdes de banda C em
homozigose para todos os individuos é um forte indicio de que as variagdes presentes no par
11 ndo séo provenientes de hibridacdo. Somente seria este 0 caso se ambas as populagdes que,
teoricamente, teriam dado origem & populacdo da Ilha da Marambaia, tivessem divergéncias
somente quanto ao par 11, sendo iguais para os demais pares marcados.
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5 CONCLUSOES

A similaridade genética dentre os individuos da llha da Marambaia, detectada com
base nas sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il, demonstra tratarem-se de
espécimes com origem geografica Unica, provavelmente nativos da propria ilha.

Em relacdo as sequéncias do gene mitocondrial, rejeita-se Hp, uma vez que a
populacdo da Ilha da Marambaia apresentou maior similaridade genética com aquelas
descritas para S. xanthosternos e S. cay e maior divergéncia em relagdo as sequéncias de S.
nigritus da Argentina.

A distancia genética entre a populacdo da Ilha da Marambaia para as demais espécies
em relacdo a sequéncia analisada foi maior que aquelas ja descrita por outros autores para
espécies de Sapajus e de outros géneros de primatas. Esse fato pode indicar distanciamento
evolutivo da populacdo dessa regido com as demais do continente. Entretanto, mais analises
genéticas devem ser analisadas, para esta e outras populacdes, de modo a confirmar essa
hipdtese.

A relacdo dessa populacdo com S. xanthosternos e S. cay pode auxiliar no
entendimento do processo evolutivo do género no periodo de permanéncia na Mata Atlantica,
relatado por Lynch Alfaro et al. (2012a), ou pela deriva das espécies a partir desse mesmo
local, como descrito por Martins-Jr. et al. (2015).

Em relacdo ao caridtipo, rejeita-se Hp, embora os individuos amostrados na llha da
Marambaia apresentem numero diploide e morfologia dos cromossomos condizente com o
descrito para as espécies de Sapajus, a morfologia e o padrdo de bandamento C do
cromossomo 11 ndo foi 0 mesmo que o descrito para populacdes de S. nigritus da Argentina.

O cromossomo Y dos macacos-prego machos da Ilha da Marambaia é submetacéntrico
e, apesar de divergir da maioria dos trabalhos publicados, esta de acordo com o polimorfismo
descrito para espécies de Sapajus, além de outras espécies de primatas.

O padrdo de banda C observado para o par 11 dos individuos estudados da llha da
Marambaia foi semelhante ao de S. xanthosternos, que até o momento era a Unica espécie
descrita com banda intercalar.

Os polimorfismos de banda C do par 11 sdo provavelmente decorrentes de rearranjos
cromossémicos e ndo de hibridagdo, devendo ser investigados para outras populagdes do Rio
de Janeiro.

A marcacdo de banda C intercalar do par cromossdémico 11 dos individuos da llha da
Marambaia reforca a relacdo existente com S. xanthosternos e deve ser investigada para
outras populacgdes do Rio de Janeiro e de outros estados brasileiro.

A delecdo total do bloco heterocromatico terminal, descrita para populagdes de S.
nigritus da Argentina, pode ndo ser uma caracteristica da espécie em toda sua area de
distribuicéo.
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CONCLUSOES GERAIS

Este foi o primeiro estudo com a populacdo de macacos-prego da Ilha da Marambaia,
Mangaratiba, RJ, apresentando a andlise fenotipica de pelagem, as sequéncias do gene
mitocondrial Citocromo Oxidase Il e o estudo do caridtipo com coloracdo convencional e
bandamento de heterocromatina constitutiva.

Em relacdo ao fenotipo e a area de ocorréncia, 0s macacos-prego da llha da
Marambaia podem pertencer a S. nigritus.

As divergéncias genéticas encontradas entre a populacdo da Ilha da Marambaia e o
publicado para S. nigritus da Argentina pode indicar que a populagdo estudada tenha
conservado caracteristicas ancestrais, levando-se em consideracdo a hipétese de migracao do
género descrita por Lynch Alfaro et al. (2012a).

O cariotipo encontrado para os individuos amostrados na llha da Marambaia foi, de
uma forma geral, condizente com o descrito para as espécies de Sapajus, com ndmero
diploide 2n =54, XX ou XY.

Deve-se averiguar se a forma submetacéntrica do cromossomo Y estéa associada a uma
determinada distribuicdo geografica para as espécies de Sapajus, podendo servir como mais
um elemento para o entendimento da evolucdo do género.

Mais analises de genética molecular, como 0 sequenciamento de outros genes
mitocondriais e nucleares, e citogenética devem ser implementadas nesta e em outras
populacdes de macacos-prego do Rio de Janeiro, de modo a avaliar a diversidade apresentada
no estado.

A técnica de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) utilizando a sonda do
cromossomo 21 humano deve ser implementada para o caridtipo dos individuos desta
populacdo, de modo a confirmar os polimorfismos de banda C para o par cromossdémico 11.

Estudos que avaliem dados basicos de biometria e analise fenotipica de outras
populacdes do Rio de Janeiro precisam ser implementados, de modo a enriquecer os dados
para a espécie no estado.

Embora pareca que a populacdo de macacos-prego esteja isolada na Ilha da
Marambaia, deve-se averiguar a existéncia de outras populacdes na regido de Guaratiba, Rio
de Janeiro, e a possibilidade de fluxo génico.

Populacdes de macacos-prego do Rio de Janeiro e de outros estados do Brasil devem
ser estudadas para averiguar se as relagcBes genéticas encontradas neste estudo entre a
populacédo da llha da Marambaia e as espécies S. nigritus, S. xanthosternos e S. cay estendem-
se para uma maior area de distribuig&o.

Do mesmo modo, deve-se avaliar se o polimorfismo de banda C encontrado para o par
cromossémico 11 nos individuos amostrados na llha da Marambaia esta presente em outras
populagdes no sudeste e sul do Brasil.

Quanto ao aumento dos avistamentos dos primatas na ilha, deve-se estimar a
densidade populacional para averiguar se os valores indicam crescimento exacerbado da
populagéo, de modo a prevenir que 0s macacos-prego se tornem protagonistas de alteragfes
no ambiente ou uma praga para 0s moradores.
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As informacdes prestadas pelos moradores mais antigos da comunidade da Ilha da
Marambaia e pelos militares do exército na Restinga da Marambaia foram de suma
importancia para a realizacdo do trabalho e devem, sempre que possivel, ser realizadas em
estudos envolvendo populag¢fes de macacos-prego proéximos a humanos.

A continuidade dos estudos da populacdo de macacos-prego na llha da Marambaia é
de fundamental importancia para a conservacdo da biodiversidade local e sua presenca em
uma Area de Protecio Ambiental, que conta ainda com a supervisdo da Marinha do Brasil,
pode ser estratégica para conservagao dos macacos-prego no estado do Rio de Janeiro.
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ANEXOS

Anexo | - Questionario utilizado com os moradores da Ilha da Marambaia

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
Instituto de Ciéncia Bioldgicas e da Saude
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Animal

QUESTIONARIO

Morador: Idade:

Tempo que mora na llha: R.: anos.

Familia ja morava na llha? ( ) SIM/( ) NAO

Héa quanto tempo a familia esta na llha? R.: anos.
Ja viu macaco na llha? ( ) SIM/( ) NAO

Qual tipo de macaco ja viu? [Fotografias] (A) (B) (C) (D)

Onde viu? R.:

Desde quando vé esse tipo de macaco na llha?
R.:

Os moradores mais antigos ja falavam dos macacos na llha? Quem?

R.:

Em qual periodo do ano aparecem mais? R.:

Qual parte do dia aparecem? R:.

Geralmente, quantos macacos aparecem por vez? R.:

Ja viu algum pesquisador estudando os macacos da Ilha? ( ) SIM/( ) NAO

[Caso ""SIM™] sabe quem foi? R.:

Sabe de alguma soltura de macacos que possa ter ocorrido na Marambaia?

R.:

Qual sua opiniéo sobre a presenca dos macacos na ilha?

R.:




Anexo Il - Imagens de primatas mostradas aos moradores da Ilha da Marambaia e
militares do exército na Restinga da Marambaia

~

4

rf &
Ny S

de M‘igg'é/l Rangel Jr.

A — OBTIDO EM: http://ameacafebreamarela.files.wordpress.com/2009/04/bugio_ruivo_macho_pag.jpg

B — OBTIDO EM: http://www.uniprot.org/taxonomy/9483

C - OBTIDO EM: http://www.icmbio.gov.br/portal/biodiversidade/fauna-brasileira/estado-de-conservacao/7275-
mamiferos-sapajus-nigritus-cucullatus-macaco-prego.html

D — OBTIDO EM: http://metazoa.us/sapajus/

Obs.: as fotos originais, mostradas aos moradores e militares, encontravam-se na versdo em cores.
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Anexo 111 - Questionério utilizado com os militares da Restinga da Marambaia

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
Instituto de Ciéncia Bioldgicas e da Saude
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Animal

QUESTIONARIO

Militar:

Tempo que trabalha na Restinga da Marambaia:
R.: anos.
Faz incursdes na mata?
( )SIM/( )NAO
[Caso **Sim'"] Desde quando?
R:

[Caso resposta positiva]
Até que parte da Restinga vai o seu trabalho?
R:

Ja viu macaco na Restinga?
( )SIM/( )NAO
[Caso resposta positiva] Qual destes? [Fotos]
(A) (B) (C) (D) [ANEXO I
Onde viu ou Vé esses macacos?
R.:

Com gque frequéncia?
R.:

Desde quando vé?
R.:

Em meédia, qual o tamanho dos grupos?
R.:
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Anexo IV - Padrdo de pelagem dos 12 individuos de macaco-prego da llha da
Marambaia, Mangaratiba, Rio de Janeiro.

01. Grupo de adultos com pelagem mais clara (cinco individuos: trés machos e duas fémeas).

Macho 1

Macho 2

Macho 3
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Anexo IV - continuagao

Fémea 1

Fémea 2

TR
-

02. Grupo de jovens, com pelagem mais clara (trés machos e duas fémeas).

Macho 4
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Anexo IV - continuagao

Macho 5

Macho 6

Fémea 3
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Anexo IV - continuagao

Fémea 4

03. Grupo de adultos com pelagem mais escura (dois machos).

Macho 7

Macho 8
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Anexo V - llustracbes das espécies de Sapajus para comparacdo com o fendtipo
encontrado para os individuos de macaco-prego da Ilha da Marambaia, Mangaratiba,
Rio de Janeiro. Retiradas de Reis et al. (2015).

Sapajus nigritus S. xanthosternos S. robustus

S. libidinosus S. cay S. flavius S. macrocephalus
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Anexo VI - Sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il obtidas da literatura
e utilizadas para comparacéao

S. nigritus_01 (Cedido por Ruiz-Garcia)
ACGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATTATCTCTTTAATGCTT
ACTACAAAACTAACCCACACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTCTA
CCCGCCATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTCAA
TAAACCCTACTTTACCCTTAAAGCAATTGGCCACCAATGATATTGAAGCTATGAATACTCGGACTA
TGAAGGCCTAATCTTTGAGTCCTACATTATACCAACATACTATCTCCAACCAGGCGAATTCCGACTT
CTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCACATCACAA
GATGTACTACACTCATGAGCCGTCCCATCATTGGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCGATTA
AATCAAGCTATACTCACCTCAATACGACCAGGACTATTTTATGGCCAATGCTCGGAAATTTGCGGG
TCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTCCTAGAGTTTATCTACTTCCAAGATTTTGAA

S. nigritus 02 (Cedido por Ruiz-Garcia)
ACGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATTATCTCTTTAATGCTT

ACTACAAAACTAACCCACACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAACCATCTGAACTATTCTA
CCCGCCATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTCAA
TAAACCCTACTTTACCCTAAAAGCAATTGGCCACCAATGGTATTGAAGCTATGAATACTCGGACTA
TGAAGGCCTAATCTTTGAGTCCTACATTATACCAACATACTATCTCCAACCAGGCGAATTCCGACTT
CTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCACATCACAA
GATGTACTACACTCATGAGCCGTCCCATCACTGGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCGATTA
AATCAAGCTATACTAGCCTCAATACGACCAGGACTATTTTATGGACAATGCTCGGAAATTTGCGGG
TCAAATCATAGCTTTATACCTATTGTCCTAGAGTTTATCTACTTCCAAGATCTTGAA

S. nigritus_03 (GenBank: AF181088)
ATGGCACACCCAGCTCAACTAGGCCTACAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTGCC

TTCCACGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATTATCTCTTTAAT
GCTTACTACAAAACTAACCCACACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAACCATCTGAACTAT
TCTACCCGCCATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAAT
TCAATAAACCCTACTTTACCCTAAAAGCAATTGGCCACCAATGGTATTGAAGCTATGAATACTCGG
ACTATGAAGGCCTAATCTTTGAGTCCTACATTATACCAACATACTATCTCCAACCAGGCGAATTCCG
ACTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCACATC
ACAAGATGTACTACACTCATGAGCCGTCCCATCACTGGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCG
ATTAAATCAAGCTATACTAGCCTCAATACGACCAGGACTATTTTATGGACAATGCTCGGAAATTTG
CGGGTCAAATCATAGCTTTATACCTATTGTCCTAGAGTTTATCTACTTCCAAGATCTTGAAGTATGG
GCCTCATACTTATATATTGTATCACTGTAA

S. xanthosternos (Cedido por Ruiz-Garcia)
ATGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTTCTATACATTATCTCTTTAATGCTT
ACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAACGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTCTG
CCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTCA
ATAAACCCTACTTAACCCTTAAAGCAATTGGCCACCAATGATATTGAAGCTATGAATACTCAGACT
ATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTATATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTCCGACT
TCTTGAAGTAGATAATCGAACAACTTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCACA
AGATGTACTACACTCATGAACCGTCCCATCATTAGGTGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCGATT
AAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATTTGCGG
GTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTCCTAGAATTTATCTATTTCCAAGATTTTGAA
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Anexo VI - Continuacao

S. cay_Brasil (Cedido por Ruiz-Garcia)
ACGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATTATCTCTTTAATGCTT

ACTACAAAACTAACCCACACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTCTA
CCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTCA
ATAAACCCTACTTAACCCTAAAAGCAATTGGCCACCAATGATATTGAAGCTATGAATACTCGGACT
ATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTATCTCCAACCAGGCGAATTCCGACT
TCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCACA
AGATGTACTACACTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCGATT
AAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCGGAAATTTGCGG
GTCAAACCATAGCTTTATACCCATTGTCCTAGAGTTTATCTACTTCCAAGATTTTGAA

S. cay_Paraguai_01 (Cedido por Ruiz-Garcia)
ACGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATTATCTCTTTAATGCTT
ACTACAAAACTAACCCACACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTCTA
CCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTCA
ATAAACCCTACTTAACCCTAAAAGCAATTGGCCACCAATGATATTGAAGCTATGAATACTCGGACT
ATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTATCTCCAACCAGGCGAATTCCGACT
TCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCACA
AGATGTACTACACTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCGATT
AAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCGGAAATTTGCGG
GTCAAACCATAGCTTTATACCCATTGTCCTAGAGTTTATCTACTTCCAAGATTTTGAA

S. cay_Paraguai_02 (GenBank: AF181089)
ATGGCACACCCAGCTCAACTAGGCCAACAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTGCC
TTCCACGACCACACGCTTATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATTATCTCTTTAAT
GCTTACTACAAAACTAACCCACACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTAT
TCTACCCGCCATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAAT
TCAATAAACCCTACTTTACCCTTAAAGCAATTGGCCACCAATGATATTGAAGCTATGAATACTCGG
ACTATGAAGGCCTAATCTTTGAGTCCTACATTATACCAACATACTATCTCCAACCAGGCGAATTCCG
ACTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCACATC
ACAAGATGTACTACACTCATGAGCCGTCCCATCATTGGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCAGGCCG
ATTAAATCAAGCTATACTCACCTCAATACGACCAGGACTATTTTATGGCCAATGCTCGGAAATTTG
CGGGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTCCTAGAGTTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTATGG
GCCTCATACTTATACATTGTATCACTGTAA
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Anexo VII - Sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase Il obtidas no presente
estudo

Sequéncia_01
TGGCACACCAGCTCAACTAGGCCTACAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTACCTT
TCACGACCATACGCTCATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATCATCTCTTTAATGC
TTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTC
TACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTC
AATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTACTCGGAC
TATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTCCGAC
TTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCAC
AAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCGGGCCGAT
TAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATTTGCG
GGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTATGAGC
TTCATACTTATACATTGTATCACTGTAA

Sequéncia_02
CAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTACCTTTCACGACCATACGCTCATAATTATTT
TCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATCATCTCTTTAATGCTTACTACAAAACTAACCCATACCAG
CACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTCTACCCGCAATTATTCTTATTATAATT
GCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTCAATAAACCATACTTAACCCTTAAAG
CAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTACTCGGACTATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTA
CATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTCCGACTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAAC
CTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCACAAGATGTACTACATTCATGAGCCGT
CCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCGGGCCGATTAAACCAAGCCATACTAGCCTCAAT
ACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATTTGCGGGTCAAACCATAGCTTTATACCTAT
TGTTCTAGAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTATGAGCTTCATACTTATACATTGTATCACTGT
AA

Sequéncia_03
TGGCAACACCAGCTCAACTAGGCCTACAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTACCT
TTCACGACCATACGCTCATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATCATCTCTTTAATG
CTTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATT
CTACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATT
CAATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTACTCGGA
CTATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTCCGA
CTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCA
CAAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCGGGCCGA
TTAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATTTGC
GGGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTATGAG
CTTCATACTTATACATTGTATCACTGTAA

Sequéncia_04
TGGCAACACCAGCTCAACTAGGCCTACAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTACCT
TTCACGACCATACGCTCATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATCATCTCTTTAATG
CTTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATT
CTACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATT
CAATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTACTCGGA
CTATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTCCGA
CTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCA
CAAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCTTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCGGGCCGAT
TAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATTTGCG
GGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTATGAGC
TTCATACTTATACATTGTATCACTGTAA
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Anexo VII - Continuagao

Sequéncia_05
TGGCACACCAGCTCAACTAGGCCTACAAAACGCTACATCCCCCATTATAGAAGAACTAATTACCTT
TCACGACCATACGCTCATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCCTATACATCATCTCTTTAATGC
TTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACTATTC
TACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGAATTC
AATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTACTCGGAC
TATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTCCGAC
TTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCATCAC
AAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCGGGCCGAT
TAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATTTGCG
GGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTATGAGC
TTCATACTTATACATTGTATCACTGTAA

Sequéncia_06
ATAGAAGAACTAATTACCTTTCACGACCATACGCTCATAATTATTTTCCTAATTAGTTCATTAGTCC
TATACATCATCTCTTTAATGCTTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAA
TAGAAATAATCTGAACTATTCTACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATT
TTATATATAACAGATGAATTCAATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATAT
TGAAGCTATGAGTACTCGGACTATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACC
TCCAACCAGGCGAATTCCGACTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACA
TCCGTATACTAATCTCATCACAAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGC
AGATGCAATCCCGGGCCGATTAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGG
ACAATGCTCAGAAATTTGCGGGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAATTTATCTACTTC
CAAGATTTTGAAGTATGAGCTTCATACTTATACATTGTATCACTGTAA

Sequéncia_07
ATGCTTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGAACT
ATTCTACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGATGA
ATTCAATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTACTC
GGACTATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAATTC
CGACTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATCTCA
TCACAAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCGGGC
CGATTAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAAATT
TGCGGGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAGTA
TGAGCTTCATACTTATACATTGTATCACTGT

Sequéncia_08
TTAATGCTTACTACAAAACTAACCCATACCAGCACTATAAATGCCCAAGAAATCGAAATAATCTGA
ACTATTCTACCCGCAATTATTCTTATTATAATTGCCCTTCCATCCCTGCGCATTTTATATATAACAGA
TGAATTCAATAAACCATACTTAACCCTTAAAGCAATTGGTCACCAATGATATTGAAGCTATGAGTA
CTCGGACTATGAAGACCTATTCTTTGACTCTTACATTATACCAACCTACTACCTCCAACCAGGCGAA
TTCCGACTTCTTGAAGTAGATAATCGAACAACCTTACCAATAGAAGCAGACATCCGTATACTAATC
TCATCACAAGATGTACTACATTCATGAGCCGTCCCATCATTAGGCGTTAAAGCAGATGCAATCCCG
GGCCGATTAAACCAAGCCATACTAGCCTCAATACGACCAGGGTTATTTTACGGACAATGCTCAGAA
ATTTGCGGGTCAAACCATAGCTTTATACCTATTGTTCTAGAATTTATCTACTTCCAAGATTTTGAAG
TATGAGCTTCATACTTATACATT
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Anexo VIII - Eletroferograma ilustrando parte do fragmento do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase Il sequenciado para individuos de Sapajus sp. da llha da
Marambaia, Mangaratiba, RJ.
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