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Resumo

Diversidade genética e estrutura geografica de lobos-guarés (Chrysocyon
brachyurus) no Estado do Rio de Janeiro. Vitor Oliveira da Costa

Orientador: Pablo Rodrigues Gongalves
Coorientador: Wiliam Corréa Tavares

O lobo-guara, Chrysocyon brachyurus, é uma espécie ameacada de extingdo no Brasil
e o representante de maior porte corporal da Familia Canidae na América do Sul. Sua
presenca em regides litoraneas do Estado do Rio de Janeiro tem sido recentemente
documentada, levantando questdes sobre sua distribuicdo e sua caracteriza¢cdo como uma
espécie exotica na Mata Atlantica. O presente estudo avaliou duas hipéteses que buscam
explicar a ocorréncia do lobo-guara no litoral norte do Estado do Rio de Janeiro, com
base em dados genéticos: (Hipotese 1) os lobos-guara ocorrentes no litoral do Norte
Fluminense séo oriundos de uma dispersdo ou expansdo demografica recente advinda do
interior, ou (Hipdtese 2) os lobos-guaras no Norte Fluminense representam uma
populacdo antiga e geneticamente diferenciada. Para elucidar estas questdes foram
analisadas sequéncias da regido hiper variavel de controle (D-loop) do DNA mitocondrial
de 112 espécimes provenientes de 24 localidades representando 10 populacdes de
diferentes regides do Brasil, Argentina, Uruguai e Bolivia. Foram estimados parametros
de diversidade e divergéncia molecular, redes haplotipicas, analisadas diferencas
populacionais por AMOVA, e avaliados sinais de expansdo demogréafica por “mismatch
distribution”. 15 haplotipos foram encontrados, sendo um deles inédito. Os niveis de
diversidade nucleotidica nas popula¢des da Mata Atlantica foram mais baixos do que nas
populacdes do interior. Os resultados ndo indicam estruturacdo geografica ou divergéncia
genética suficiente para que a populacgéo litoranea possa ser considerada isolada ou antiga.
Também ndo ha indicios de estruturacdo genética entre populagdes da costa e do interior.
Ha correlacdo positiva entre divergéncia genética e a distancia geogréafica entre
populagdes, corroborando um modelo de isolamento pela distancia e os sinais de
expansdo demografica mais recente sdo mais evidentes em comparacfes envolvendo
populacdes da Mata Atlantica e do Cerrado. Sendo assim, os lobos-guaras no litoral Norte
Fluminense sdo oriundos de uma dispersao recente, contrariando as predicdes de modelos

de paleodistribuicdo da espécie e da Hipdtese 2.

Palavras-chaves: Norte Fluminense; genética; conservagéo; fluxo génico; Mata Atlantica.
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Abstract

The maned wolf, Chrysocyon brachyurus, is an endangered species in Brazil and the largest
body representative of the Canidae Family in South America. Its presence in coastal regions of
the state of Rio de Janeiro has recently been documented, raising questions about its distribution
and its characterization as an exotic species in the Atlantic Forest. The present study evaluated
two hypotheses that seek to explain the occurrence of the maned wolf on the northern coast of
the state of Rio de Janeiro, based on genetic data: (Hypothesis 1) the maned wolves that occur
on the northern coast of Rio de Janeiro are from a dispersion or recent demographic expansion
from the interior, or (Hypothesis 2) the maned wolves in Northern Fluminense represent an old
and genetically differentiated population. To elucidate these questions, we analyzed sequences
of the mitochondrial DNA control variable (D-loop) of 112 specimens from 14 sampling
localities, and 10 populations from different regions of Brazil, Argentina, Uruguay and Bolivia
were analyzed. We estimated molecular diversity and divergence parameters haplotype
networks, assessed population structure by AMOVA and tested for signs of demographic
expansion using mismatch distribution analysis. 15 haplotypes were recovered, one of them
novel. The levels of nucleotide diversity in populations of Atlantic Forest were lower than in
the populations of the interior. The results do not indicate enough geographic structure or
genetic divergence for the coastal population be considered isolated or old. There is also no
evidence of genetic structure between coastal and inland populations. There is a positive
correlation between genetic divergence and the geographical distance between populations,
corroborating a model of isolation by distance and the more recent signs of demographic
expansion are more evident in comparisons involving populations from the Atlantic Forest and
the Cerrado. Thus, the presence of maned wolves on the Northern littoral of Rio de Janeiro is
due to a recent dispersion, contrary to the predictions of paleodistribution models and of

Hypothesis 2.

Keywords: Norte Fluminense; genetics; conservation; gene flow; Atlantic forest.



1. Introducao

1.1  Estruturacdo genética de populac¢des naturais

Na decada de 1930, Sewall Wright e Ronald A. Fisher foram os pioneiros no estudo de
evolucdo em populagcBes modeladas a partir de informagdes genéticas (WRIGHT, 1931;
FISHER, 1930). Desde entdo, o ramo da genética de populaces vem se popularizando e
aprimorando suas capacidades técnicas e tedricas para interpretar, a luz da evolucdo molecular,
quais sdo os fatores responsaveis pela estruturacdo de populacfes na natureza (SAETRE &
RAVINET, 2019; HEY & MACHADO, 2003). Compreender de forma clara como as
populacBes naturais estdo estruturadas é um grande desafio, dada a complexidade dos processos
associados a estas populagdes. Dentre estes, temos 1) a variacdo de tamanho populacional ao
longo do tempo; 2) variacdo da densidade; 3) mudancas na localizacdo espacial, e 4)
fragmentacdo ou unido de populagfes devido ao surgimento e ao desaparecimento de barreiras
geograficas (HEY & MACHADO, 2003). Entretanto, existem algumas abordagens
metodoldgicas que podem nos ajudar a mensurar as diferencas genéticas entre as populacdes
modeladas. Sendo assim, podemos inferir como as populagdes estao estruturadas espacialmente
e inferir sua histérica demografica. (SLATKIN, 1987; HEY & MACHADO, 2003).

As acdes antropogénicas, como potencial modificadoras do meio ambiente, através de
atividades industriais e agropecuarias, podem ser responsaveis pela movimentacéo das espécies
para além de suas areas nativas e podem causar distdrbios ecologicos, afetando negativamente
a diversidade biologica (VITOUSEK et al. 1997). Dentre os possiveis impactos causados pela
acdo humana, a perda e fragmentacdo de habitat sdo sérias ameacas a biodiversidade, sendo
também responsaveis por modificar a distribuicdo das espécies espacialmente (VAZQUEZ,
2002; FAHRIG, 1997). Ambos impactos podem ocorrer de forma natural, mas, quando
motivados por intervencdo humana, estes efeitos geralmente tém proporcdes maiores
(VITOUSEK et al. 1997), levando a uma gradativa queda populacional até uma eventual
extincdo (FAHRIG, 1997). Portanto, estudos que buscam elucidar as implicacGes destes

impactos possuem grande importancia para preservacdo da biodiversidade.

As restricdes as espécies proporcionadas por estes impactos podem causar a perda de
variabilidade genética devido ao isolamento populacional (JOHANSSON, 2007), que tende a

acelerar o efeito de deriva genética dentro de uma populacéo (SLATKIN, 1987). Por outro lado,
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é plausivel que espécies que possuam elevada capacidade de dispersdo tenham a chance de
colonizar novas areas, desde que sua plasticidade adaptativa permita esta exploragdo. Como um
potencial exemplo deste caso temos o lobo-guard Chrysocyon brachyurus (llliger, 1815). Este
canideo de grande porte tem sido frequentemente encontrado em habitats da América do Sul
onde ele aparentemente ndo ocorria antes, levando alguns autores a sugerir uma possivel
expansdo demografica recente para areas costeiras (TROLLE et al. 2007; QUEIROLO et al.
2011). Contudo, apenas recentemente a histéria demogréafica do lobo-guara tem sido explorada
por estudos genéticos (ex. GONZALEZ et al., 2015). Portanto, outras hip6teses poderiam
explicar a ocorréncia da espécie em areas costeiras (XAVIER et al. 2017). Este estudo se propde
a avaliar estas hipéteses utilizando dados genéticos moleculares. Mas antes de apresenta-las,
alguns aspectos importantes sobre a biologia, conservacao e distribuicdo geogréafica do lobo-

guara precisam ser considerados.

1.2 O lobo-guara

Chrysocyon brachyurus (llliger, 1815) é popularmente conhecido no Brasil como
lobo-guara, ou guara, e representa 0 maior canideo vivente na Ameérica do Sul (DIETZ, 1984;
RODDEN, 2004). Os canideos da America do Sul constituem um grupo monofilético, a
subtribo Cerdocyonina (BARDELEBEN et al. 2005; LINDBLAD-TOH et al. 2005; PERINI
etal. 2010). O registro fossil associado ao grupo sugere uma diversificacdo inicial na América
do Norte e a posterior dispersado de pelo menos duas principais linhagens descendentes para
a América do Sul apds o estabelecimento do Istmo do Panama4, por volta de 3,5 milhdes de
anos atrés. ReconstrucGes filogenéticas com base em dados moleculares e morfolégicos
sugerem que uma destas linhagens deu origem aos géneros viventes de raposas sulamericanas
e cachorros-do-mato Lycalopex, Atelocynus e Cerdocyon, enquanto a outra se diferenciou
nos géneros do cachorro-vinagre Speothos e do lobo-guara Chrysocyon, ha aproximadamente
3 milhdes de anos (BARDELEBEN et al. 2005; PERINI et al. 2010; ZRZAVY et al. 2018).
O género Chrysocyon é monotipico e sua elevada divergéncia evolutiva dentre os demais
canideos sulamericanos, conforme apontada pelos estudos filogenéticos, faz de C.
brachyurus um elemento importante para a conservacao da diversidade filogenética de

carnivoros da América do Sul.
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O lobo-guard chama a atengdo devido as suas caracteristicas peculiares, sendo
facilmente distinguivel dos demais canideos. Seus membros sdo longos, orelhas bem amplas,
e possui uma pequena juba negra que se estende da nuca a regido escapular, (DIETZ, 1984,
1985; RODDEN, 2004) (Figura 1). Tais caracteristicas, sdo importantes para a sobrevivéncia
da espécie em habitats da Savana Tropical, no interior da América do Sul, que inclui o
Cerrado brasileiro (DIETZ, 1984; RODDEN, 2004). A espécie é conhecida por ter um héabito
crepuscular-noturno, solitario ou monogamico facultativo, com érea de vida de 6,0 a 115,0
km2 (DIETZ, 1984; CHEBEZ, 1994; MANTOVANI, 2007; AZEVEDO, 2008, RODDEN,
2014). Sua dieta no Cerrado se constitui de frutos, em sua maioria o fruto da lobeira (Solanum
lycocarpum), e de pequenos vertebrados. Diante desta alimentacdo, é relevante ressaltar a
lobeira como uma das principais fontes de alimento do lobo-guard, podendo ser utilizada
como bioindicadora de habitats favoraveis a presenca da espécie (MOTTA-JUNIOR et al.
2002). O consumo frequente de recursos vegetais e sua ampla capacidade de dispersdo em
areas abertas (COELHO et al. 2008) conferem ao lobo-guara um importante papel na
manutenc¢do da paisagem devido ao seu potencial dispersor de sementes (MOTTA-JUNIOR
et al. 2002).
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Atualmente, o lobo-guard encontra-se sob ameaca de extingdo, na categoria Vulneravel
(VU) para o territério brasileiro (BRASIL, 2018), e na categoria de Quase Ameacado (NT) para
0 mundo (IUCN, 2015). De acordo com a IUCN, atualmente as principais ameacas ao C.
brachyuyus sdo relacionadas a impactos gerados por a¢fes antropogénicas que causam perda
de habitat, especialmente pela atividade extensiva agropecuaria no Cerrado, servigos de
transporte como rodovias e ferrovias, que impactam as populagdes por meio de atropelamento;
uso de recursos naturais, proveniente da caca ilegal; e doencas causadas por espécies invasoras
e virus. De forma mais detalhada, o plano de conservacéo do lobo-guara (PAULA et al. 2008)
aponta como algumas ameacas a espécie: a falta de politicas publicas direcionadas a
conservacdo do Cerrado, um dos biomas mais ameacados do Brasil, e alteracdo do habitat a
partir de frequentes fragmentacBes decorrentes da expansdo agricola e urbana. Mais
recentemente, PAULA et al. (2013) também reforcam, além da perda de habitat, a perda de
individuos devido a conflitos com humanos (caca), e os atropelamentos como fatores

importantes para o declinio populacional da espécie.

1.3  Distribuicéo geografica: mudancas recentes ou antigas?

Apesar das maiores populacdes do lobo-guara estarem no territorio brasileiro, a espécie
também se distribui na Argentina, Paraguai, Bolivia, Peru e Uruguai (DIETZ, 1984; MOTTA-
JUNIOR et al. 2002). Historicamente, o lobo-guara tem sido associado as fisionomias savanicas
do interior da América do Sul, coletivamente chamadas de Savanas Tropicais (OLSON et al.
2001), e que incluem o Cerrado no Brasil. Os ambientes de Savana Tropical possuem como
caracteristicas paisagisticas formacdes arbustivas e campestres, com planicies umidas, campos
rupestres, e relictos de florestas deciduais e semideciduais (COELHO, et al. 2008; RODDEN,
2004, 2014; EMMONS, 2012; DIETZ, 1985). Contudo, os registros cada vez mais numerosos
nos Gltimos 10 anos da presenca do lobo-guara fora da Savana Tropical, mais especificamente
na Mata Atlantica da regido sudeste, tém provocado revisdes sobre sua distribuicdo moderna e
suscitado questbes sobre a influéncia humana na extenséo de ocorréncia da espécie (QUEIROLO et
al. 2011; PINTO et al. 2013).

Na ultima década, lobos-guaras tém sido frequentemente documentados em areas
degradadas de Mata Atlantica (BERETA et al. 2017; XAVIER et al. 2017; FARIA et al. 2020).
Estas areas modificadas assemelham-se paisagisticamente com habitats de Cerrado encontrados

no interior do Brasil. Considerando a alta capacidade de dispersdo da espécie, atrelada a
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degradacédo da Mata Atléantica e criacdo de habitats ndo-florestais na costa, a ocorréncia costeira
de lobos-guarés sido interpretada por diversos autores como resultado de sua dispersdo recente
para a costa atlantica em busca de recursos (COELHO et al. 2008; MOTTA-JUNIOR et al.
2002; SANTOS et al. 2003). Os registros inusitados da espécie proximos ao litoral chamaram
atencdo até mesmo da comunidade ndo-académica, como a revista “Terra da Gente” com um
texto publicado por Dimas Marques em 2012, intitulado “Os lobos invadem a praia” que relata
um atropelamento de lobo-guard em Ubatuba, litoral norte de Sdo Paulo, que preserva uma
vegetacdo florestal tipica de Mata Atlantica. A ocorréncia cada vez mais litoranea do lobo-guara
tem sido documentada com uma frequéncia crescente por diversos estudos (QUEIROLO et al.
2011; BERETA et al. 2017; XAVIER et al. 2017; ECKHARDT, 2016). Dentre estes registros,
destacam-se aqueles documentados por XAVIER et al. (2017) revelando a presenca de sete
individuos no litoral Norte Fluminense de 2013 a 2015. Estes podem ser considerados 0s
registros mais litoraneos da espécie (a menos de 11km do mar) comprovados por espécimes-

testemunho.

A maioria dos registros costeiros da espécie tem sido explicada por meio de uma hipotese
de disperséo recente dos lobos-guaras do Cerrado para a Mata Atlantica costeira (BERETA et
al. 2017; PINTO et al. 2013; XAVIER et al. 2017; FARIA et al. 2020). Segundo QUEIROLO
et al. (2011), este processo de dispersao seria facilitado pela criagdo de matrizes campestres em
areas originalmente cobertas por florestas costeiras. De fato, a Mata Atlantica no litoral
Fluminense é atualmente constituida por fragmentos florestais, que foram e continuam sendo
fragmentados ou reduzidos pela acdo humana, imersos em uma matriz de ambientes abertos
antropogénicos destinados a agropecudria, pasto e rodovias (RIBEIRO et al. 2009). Contudo, a
literatura carece de avaliagbes geneticas que corroborem essa afirmacdo, levando ao
guestionamento a respeito da antiguidade e origem geografica das populac6es de lobos-guaras

presentes em regides litoraneas.

Uma hipdtese alternativa a hipdtese de dispersdo recente é a de que os lobos-guaras
ocorrentes no litoral seriam parte de uma populacdo nativa bem estabelecida em enclaves de
formacdes abertas na Mata Atlantica costeira, especialmente na regido Norte Fluminense. Essa
hipbtese alternativa foi levantada por XAVIER et al. (2017), e parte do pressuposto de que
formacdes abertas tém ocorrido naturalmente no Norte Fluminense ha pelo menos 7.000 anos,
de acordo com reconstrucbes paleoambientais e modelagens de paleodistribuicdo (LUZ et al.
2011; TORRES et al. 2013). LUZ et al. (2011), a partir de analises palinolégicas, sugerem que
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drasticas mudancas na distribui¢do das florestas Umidas do Norte Fluminense ocorreram ao
longo do Holoceno. Estas alteragdes foram causadas naturalmente por regressdo do nivel do
mar, provocando expansdo da costa brasileira. Tais mudancas teriam proporcionado
substituicdes das formacdes florestais presentes na Mata Atlantica por areas de formacdes
abertas. Essas variagdes ambientais relacionadas ao nivel do mar dificultaram o estabelecimento
de vegetaces florestais, causando a reducdo de areas florestais e a sua substituicdo por vastas
areas campestres. Além disso, estudos de modelagem de nicho espacial e climéatico sugerem
que o Norte Fluminense abrigaria condi¢des propicias para a ocorréncia de lobos-guaras durante
0s Ultimos 21.000 anos (TORRES et al. 2013) (Figura 2). Portanto, como alternativa a hipotese
de disperséo ou expansdo demogréafica recente, surge a hipdtese de que a populacéo litoranea
de C. brachyurus no Norte Fluminense seja mais antiga do que a influéncia antropogénica
recente, e de que a criacao de formacdes abertas por meio do desmatamento da Mata Atlantica

nos ultimos 100 anos tenha reconectado as populagdes costeiras e interioranas da especie.

GONZALEZ et al. (2015) e MANNISE et al. (2017) forneceram as Unicas analises
geneticas evolutivas abrangentes de lobos-guaras na América do Sul, at¢é o0 momento. Estes
autores sugerem que as populacdes de lobo-guard na Savana Tropical possuem niveis
moderados de variabilidade genética se comparados com outros canideos ameacados. Suas
estimativas genéticas indicam diferencas mais acentuadas quando avaliadas a partir de
marcadores mitocondriais apontando quatro grupos populacionais (Brasil, Uruguai, Bolivia e
Argentina) ou apenas dois grupos (Bolivia — Brasil, Argentina, Uruguai), dependendo do
marcador molecular utilizado. As analises destes autores indicam que as populacdes modernas
de lobos-guaréas no Brasil sdo oriundas de uma expansao demografica durante o tltimo Glacial
Maximo (GONZALEZ et al 2015). Contudo, ambos trabalhos néo abordaram o problema da
ocorréncia da espécie na Mata Atlantica e ressaltaram a necessidade de amplia¢do da base
amostral para reconhecer de forma mais precisa a estruturacdo demogréafica da espécie. Neste
sentido, o presente estudo fornece informacg6es importantes a partir de amostras de localidades

da Mata Atlantica que ainda ndo haviam sido avaliadas na literatura até o presente momento.
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Figura 2:Mapa da &rea de potencial distribui¢do estivel para lobo-guard (Chrysocyon brachyurus, Illiger, 1815). (a)
Areas estaveis do LGM (Ultimo Glacial Maximo a 21000 anos atréas até o presente; (b) Estabilidade, retragio e

expansdo de &reas em relacéo a distribuicéo presente na América do Sul) (Modificado de: TORRES et al. 2013).

Para avaliar a variabilidade genética representada pelos espécimes analisados no
presente estudo foi utilizado uma abordagem metodoldgica baseada na teoria da coalescéncia
que avalia através de modelos estatisticos matematicos os padrdes de variacbes nas
sequéncias de DNA, permitindo-nos inferir os niveis de variabilidade genética dentro e entre
as populacdes (HEY & MACHADO, 2003). Este tipo de diagndstico feito por diversos
marcadores moleculares tem a capacidade de identificar estruturacdes populacionais ao longo
do tempo, acompanhando sua distribui¢do e colaborando para 0 manejo e conservacgdo das
espécies (SCHWARTZ et al. 2006). A escolha de um marcador molecular é fundamental para
poder interpretar corretamente os resultados a serem produzidos e varia de acordo com as

hipbteses que sdo testadas. As analises de marcadores moleculares nucleares e mitocondriais
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tém a capacidade de reconstruir a historia das populacées ao longo do tempo (SCHWARTZ
et al. 2006). No presente estudo foi escolhido o uso do marcador D-loop, uma regido de
controle do DNA mitocondrial, com taxa de substituicdo estimada em cinco vezes mais rapida
do que o restante do DNA mitocondrial, principalmente no caso de mamiferos (AVISE, 2000;
AQUADRO & GREENBERG, 1983). Portanto, o uso deste marcador tem potencial
suficiente para testar as hipdteses de que (i) os lobos-guara ocorrentes no litoral do Norte
Fluminense s&o oriundos de uma dispersao recente advinda do interior, ou que (ii) a 0s lobos-
guards no Norte Fluminense representam uma populacdo antiga e geneticamente

diferenciada.

2. Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Avaliar se os lobos-guard ocorrentes na costa fluminense se dispersaram recentemente do
interior, ou se representam uma populagao costeira mais antiga.

2.2 Objetivos especificos
. Estimar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade genética das populagdes.

. Avaliar se a estruturacdo geografica da espécie coincide com os biomas de Mata
Atlantica e de Savana Tropical, incluindo novos dados sobre as popula¢Ges mais costeiras.

. Estimar a divergéncia e conectividade genética entre as populacdes costeiras da Mata
Atlantica e interioranas do Cerrado, com foco nas popula¢des fluminenses.

3. Materiais € Métodos

3.1 Amostras populacionais

Os dados utilizados nas andlises foram obtidos a partir de amostras da Bolivia, Uruguai,
Argentina e Brasil (Figura 3). As analises foram baseadas em 29 amostras individuais inéditas
de espécimes de lobo-guara obtidas no presente estudo (Tabela 1), e em 85 sequéncias previamente
publicadas por GONZALEZ et al. (2015), disponiveis no GenBank (Tabela 2). 19 amostras
individuais foram cedidas pela Dra. Cecilia Bueno (Universidade Veiga de Almeida), uma foi
cedida pelo Dr. Hélio Secco (NUPEM/UFRJ), e duas foram cedidas pelo Dr. Michel Barros
Faria (UEMG-Carangola). Os espécimes associados a estas amostras de tecido encontram-se

depositados no Instituto Nacional da Mata Atlantica, Museu Nacional e Cole¢do Zoologica da
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UEMG. As demais amostras foram obtidas da colegdo de tecidos do NUPEM, a partir de
amostras de figado ou musculo de espécimes atropelados recebidos entre 2013 e 2019,

resultando em um acervo final total de 114 amostras analisadas no presente estudo (Apéndice
1).
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Figura 3: Localidades e grupos amostrais (populagdes) de onde foram coletadas as amostras de lobo-guara. A
distribuicdo das fisionomias reconhecidas como Mata Atlantica e Savana Tropical seguem a defini¢do de OLSON

etal. (2001). Cada circulo representa a coordenada de uma ou mais amostras cuja localidade encontra-se numerada
no mapa. Circulos da mesma cor indicam localidades pertencentes a mesma populagéo.

As localidades contendo menos de cinco espéecimes foram agrupadas com outras
localidades geograficamente proximas para compor grupos amostrais maiores ou “populagdes”,
favorecendo a estimativa mais apropriada de parametros de diversidade intrapopulacional. As
populacdes formadas pelos agrupamentos das localidades com base em suas distancias
geograficas encontram-se representadas no mapa da Figura 3 por pontos da mesma cor. As

localidades de amostragem encontram-se relacionadas nas Tabelas 1 e 2.

3.2 Extracdo de DNA

As 29 amostras individuais processadas neste estudo tiveram seu DNA total extraido
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com uso adaptado do protocolo de fenol-cloroférmio descrito por KOCHL et al. (2005) e em
seguida foram amplificadas e sequenciadas para a regido de controle do mtDNA (D-loop).
Aliquotas dos tecidos foram separadas da amostra original, secas em uma estufa a 37°C, em
seguida imersas em 450ul de tampdo lise, 50ul de dodecilsulfato de sédio (SDS) a 10% ¢ 10ul de
proteinase-k 20 mg/ml, sendo submetidas a agitacio em um termobloco durante
aproximadamente 12 horas a 56°C. Apos a digestdo dos tecidos, foi adicionado 500ul de fenol
pH 8.0, realizada a homogeneizacdo das amostras e as mesmas foram centrifugadas por 15
minutos em uma rotacdo de 16.000g. Apds centrifugacdo, foi retirado todo fenol presente nas
amostras e inseridos 500ul de cloroférmio, em seguida foi feita a homogeneizacdo e
centrifugacdo por 15 minutos a 16.000g novamente. A partir da retirada do cloroférmio as
amostras foram centrifugadas por mais 15 minutos a 16.000g e trocadas de tubo, transferindo
somente o0 sobrenadante e descartando o fundo. Apos a troca de tubos foi adicionado as amostras
1ml de etanol gelado, agitando levemente e em seguida centrifugando a 16.000g por mais 15
minutos. Ao retirar as amostras da centrifuga o etanol foi descartado por inverséao, preservando-
se 0 pellet até que estivesse seco para diluicdo do DNA extraido em 50-100 ul de agua ultra-
pura (milliQ®©). Foram feitos geis de agarose a 1,5% no intuito de identificar se a extracédo foi

bem-sucedida.
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Tabela 1: Espécimes de Chrysocyon brachyurus cujos dados genéticos foram produzidos no presente estudo. A
coluna ID refere-se & numeracéo correspondente as localidades mapeadas na Figura 3.

ID Espécime Grupos amostrais Localidade Bioma Origem Longitude Latitude
1 TXD072 Norte Fluminense Macaé — RJ Mata Atléantica Presente estudo -41,788 -22,231
2 TXDO085 Norte Fluminense ~ Conceicédo de Macabu -RJ Mata Atlantica Presente estudo -41,742 -22,167
3 TXD112 Norte Fluminense Macaé — RJ Mata Atléantica Presente estudo -41,843 -22,26
4 TXD124 Norte Fluminense Carapebus - RJ Mata Atlantica Presente estudo -41,859 -22,266
5 TXD291 Norte Fluminense Macaé — RJ Mata Atléantica Presente estudo -41,903 -22,321
6 CBCRAS Norte Fluminense Macaé — RJ Mata Atléantica Presente estudo -41,824 -22,353
7 CB47 Zona da Mata Matias Barbosa - MG Mata Atléantica Presente estudo -43,225 -21,511
8 CB20 Zona da Mata Siméo Pereira MG Mata Atléantica Presente estudo -43,319 -21,924
9 CB229 Zona da Mata Matias Barbosa - MG Mata Atléantica Presente estudo -43,376 -21,821
10 CB289 Zona da Mata Siméo Pereira- MG Mata Atléantica Presente estudo -43,19 -21,531
11 CB300 Zona da Mata Trés Rios - RJ Mata Atléantica Presente estudo -43,12 -22,025
12 CB31O ZonadaMata  COMENIROrLEVy GaRARN iy atiantica  Presenteestudo 43,124 22,024
13 CB319 Zona da Mata Matias Barbosa - MG Mata Atléantica Presente estudo -43,193 -21,526
14 CB396 Zona da Mata Siméo Pereira— MG Mata Atlantica Presente estudo -43,184 -21,541
15 CB498 Zona da Mata Trés Rios — RJ Mata Atlantica Presente estudo -43,116 -22,034
16 CB582 Zona da Mata ComendadoiLF«;}/y Gasparian Mata Atlantica Presente estudo -43,131 -22,024
17 CB705 Zona da Mata Juiz de Fora— MG Mata Atlantica Presente estudo -43,439 -21,67
18 CB822 Zona da Mata Matias Barbosa - MG Mata Atlantica Presente estudo -43,262 -21,401
19 CB823 Zona da Mata Matias Barbosa - MG Mata Atlantica Presente estudo -43,203 -21,523
20 CB866 Zona da Mata Paraiba do Sul — RJ Mata Atlantica Presente estudo -43,222 -21,495
21 CB1115 Zona da Mata ComendadoEL'?ezly Gasparian Mata Atlantica Presente estudo -43,201 -22,181
22 CB1286 Zona da Mata Juiz de Fora— MG Mata Atlantica Presente estudo -43,222 -21,663
23 CB1297 Zona da Mata Simé&o Pereira— MG Mata Atlantica Presente estudo -43,286 -21,999
24 CB1318 Zona da Mata Simé&o Pereira— MG Mata Atlantica Presente estudo -43,29 -21,967
25 MBF346 Zona da Mata Carangola — MG Mata Atlantica Presente estudo -42,025 -20,776
26 MBF604 Zona da Mata Carangola — MG Mata Atlantica Presente estudo -42,024 -20,776
27 MAMI18ES Espirito Santo Viana — ES Mata Atlantica Presente estudo -40,397 -19,866
28 TXD373 Norte Fluminense Rio das Ostra - RJs Mata Atlantica Presente estudo -41,897 -22,478
29 TXD398 Norte Fluminense Carapebus — RJ Mata Atlantica Presente estudo -41,723 -22,145
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Tabela 2: Localidades amostrais e populagdes de Chrysocyon brachyurus cujos dados genéticos foram obtidos por
GONZALEZ et al. (2015) e que foram analisadas no presente estudo. A coluna ID é referente & numeracgéo
correspondente as localidades mapeadas na Figura 3.

. . . . Ndmero de - .
ID Localidade Grupos amostrais Localidade Bioma exemplares Longitude Latitude
30 Bol;li?earrrlgsl_os Bolivia Park Los Fierros Savana Tropical 16 -60,927 -14,55
BO- - . .
31 Mangabalito Bolivia Mangabalito Savana Tropical 1 -60,533 -13,783
32 BO-EI Refugio Bolivia El Refugio Savana Tropical 5 -61,033 -14,783
33 AR-Corrientes Argentina Corrientes Savana Tropical 20 50,017  -27,533
Corrientes
34 AR-SantaFé Arge”“F':éa Santa Santa Fé Savana Tropical 5 60,783 -30,233
35 UR-Rio Negro Uruguai Rio Negro Savana Tropical 1 58,002 -32,01
36 Uﬁfggro Uruguai Cerro Largo Savana Tropical 2 -56,367 -32,75
37 MGJ;:;?SUIO Triangulo Mineiro Araxa — MG Savana Tropical 7 -46,97 -19,58
38 SP'PRr';Z"aO Triangulo Mineiro Franca — SP Savana Tropical 5 -47,35 -20,533
39  GO-Sul Goiano Goias Parque Nac(;ogetl da Emas - Savana Tropical 13 -52,883 -18,25
MS-Leste da
40 Chapada do Goias Chapada do Sul - MS Savana Tropical 2 -52,6 -18,45
Sul
41 MG.'BEIO Belo Horizonte Belo Horizonte Savana Tropical 8 -43,933 -19,917
Horizonte

3.3 Sequenciamento e alinhamento
Ap0s a extracdo de DNA, as amostras individuais foram submetidas a reacfes em cadeia

da polimerase (PCR, Polymerase chain reaction) com volume final de 25ul por amostra para a
amplificacdo da regido de controle do DNA mitocondrial (D-loop) (Thr-L15910: 5'-
GAATTCCCCGGTCTTGTAAACC-3" ¢ DL-H16498: 5'CCTGAACTAGGAACCAGATG-
3" VILA et al. 1999) seguindo os protocolos e primers descritos por GONZALEZ et al. (2015).
Foi utilizado por amostra 19,6ul de 4gua ultra pura (milliQ®©), 2,5ul de tampéo 5x GoTag Flexi,
0,5ul de DNTP 0.2 mM, 0,2ul de Taq polimerase Su/pl, 1ul de MgClz 1.5mM, 1 pmol/ul para
cada primer usando 0.2 pl e 1pl de DNA com aproximadamente 100 ng, sendo todos reagentes
produzidos pela Promega®©. As amostras foram submetidas ao ciclo de temperatura: 1. 94.0°C
- 03:00 min; 2. 94.0°C - 01:00 min; 3. 48.0°C - 01:30 min; 4. 72.0°C - 01:00 min; 5,
retornando ao passo 2 por 35 vezes. Apos as amplificacdes, as amostras foram submetidas a
purificacdo com uso do Wizard Genomic DNA Purification kit©, e em seguida enviadas para a
sede da Macrogen©, uma empresa biotecnoldgica na Coréia do Sul para a realizacdo do
sequenciamento. Apds receber os resultados, as sequéncias foram verificadas quanto a
qualidade de seus cromatogramas, editadas e montadas com o software ChromasPro 2.0
(Technelysium Pty Ltd., Tewantin, Australia). Apds as edi¢des, as sequéncias foram alinhadas

com o algoritmo ClustalX (THOMPSON et al. 1997) e comparadas com haplétipos
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previamente publicados por GONZALEZ et al. (2015) por meio do programa MEGA 7.0
(TAMURA et al. 2011).

3.4  Inferéncia de redes haplotipicas
As sequéncias da regido de controle do DNA mitocondrial (D-loop) de todos os 112

individuos sequenciados foram analisadas por Median-Joining (BANDELT et al. 1999) para
producdo de uma rede haplotipica no software Network 5.0 (BANDELT et al.1999). A rede
haplotipica trata-se de um diagrama onde os haplétipos (sequéncias Unicas de D-loop) sdo
conectados entre si com base em sua similaridade, de forma que alguns haplétipos ocupem
posi¢cdes mais centrais na rede e outros posi¢cdes mais periféricas. Os hapl6tipos centrais sao
geralmente considerados mais antigos e os periféricos mais recentes. Esta analise tem
capacidade de lidar com grande quantidade de dados e multiplos caracteres, sendo um metodo
rapido de analisar grande quantidade de hapldtipos em um curto periodo de tempo (POSADA
& CRANDALL, 2001).

No intuito de avaliar como a variabilidade haplotipica esta estruturada espacialmente,
foram geradas duas redes de hapl6tipos, uma com as amostras de todas as regides e outra
somente com as amostras processadas no presente estudo. A quantidade de passos mutacionais
entre os hapldtipos, a estruturacdo espacial da rede e proporcbes de espécimes de cada
hapldtipo foram as referéncias utilizadas para identificar a existéncia de alguma estruturagédo
haplotipica que possa elucidar a existéncia ou auséncia de estruturagdes populacionais
regionais (BANDELT et al. 1999). No caso de auséncia de estruturacdo geografica da variacdo
haplotipica, é esperado que poucos passos mutacionais sejam encontrados entre haplotipos
geograficamente distantes, ou até mesmo que populacbes geograficamente distantes
compartilhem um mesmo haplotipo. Por outro lado, no caso de estruturacdo geografica mais
pronunciada da variacdo haplotipica, é esperado que um nimero maior de passos mutacionais
seja observado entre haplotipos geograficamente distantes, e que hapl6tipos mais similares

sejam também geograficamente mais proximos (BANDELT et al. 1999).

3.5  Indices de diversidade genética e Analise Molecular de Variancia
Ap0s o alinhamento das sequéncias foram calculadas para as populacdes com uso do

software Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al. 2010) a diversidade nucleotidica, a diversidade
haplotipica, e produzidos os parametros populacionais 6 pi e a distribuicdo do nimero de
diferencas de pares de base entre haplotipos de diferentes grupamentos regionais. As amostras

foram agrupadas usando critério de distancia geografica para determinar 0s grupos
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populacionais, sendo inseridas nestas analises apenas populagdes que possuem tamanho
amostral maior ou igual a 5. Foi utilizado o mesmo programa para a analise de variancia
molecular (AMOVA) no intuito de avaliar a diversidade genética intrapopulacional para todos
0s grupos, bem como diferentes indices de dissimilaridades (distancias genéticas) entre pares
de populagbes 1) ®dct (entre grupos); 2) dsc (entre populagdes dentro dos grupos) e 3) dsrt
(dentro das populagdes). Os grupos foram denominados como Mata Atlantica e Savana Tropical
representando as populagdes dos biomas. As populagfes nos grupos foram segregadas a partir
da distancia geogréafica entre as amostras. O conjunto da Mata Atlantica foi composto pelas
amostradas da Zona da Mata e Norte Fluminense enquanto a Savana Tropical foi composta
pelas amostras de Goiés, Triangulo Mineiro, Belo Horizonte, Bolivia, Argentina Santa Fé e
Argentina Corrientes. Os valores de ®st (daqui em diante “Fst”) foram usados como medidas
comparativas das proporc¢des de diferencas genéticas entre os grupos formados, permitindo-nos
inferir a respeito de possiveis isolamentos e fluxo génico entre os grupos (HEDRICK, 2005;
REYNOLDS et al. 1983; SLATKIN, 1995). Foi utilizado o software PASSaGE 2
(ROSENBERG & ANDERSON, 2011) para verificar existéncia de uma correlagdo positiva
entre a distancia geogréafica e diferenca genética dos grupos, que seria esperada a partir de um
modelo de isolamento pela distancia (WRIGHT, 1978) No intuito de identificar a correlacao
entre as matrizes foi feito o teste de Mantel (MANTEL & VALAND, 1970) no mesmo

programa.

3.6 Analises de “Mismatch distribution”

No intuito de verificar a capacidade do mtDNA (D-loop) em detectar sinais de expansao
demogréafica recente das populacdes de lobo-guara de diferentes regides, foi realizada uma
analise de Mismatch distribution a partir do nimero de diferencas par-a-par entre sequéncias.
Esta anélise foi realizada no programa Arlequin 3.5 (EXCOFFIER et al. 2010), implementando
1000 interacBes de bootstrap. A cada iteracdo, a frequéncia do numero de diferencas entre
hapldtipos era simulada assumindo um modelo de expansdo demogréafica, compondo uma
distribuicdo nula a qual as frequéncias observadas do numero de diferencas entre haplétipos
foram comparadas. Nesta comparacdo sdo calculadas duas meétricas de ajuste entre as
distribuicdes esperada e observada: o P(Rag) e o P(Ssd). Quanto mais préximos de 1 forem os
valores destes dois parametros, melhor € o ajuste do modelo de expansdo demografica aos
dados. A partir da distribuicdo das frequéncias observadas de nameros de diferencas entre
haplotipos foi calculado também o valor de Tau (1), que reflete o tempo desde o inicio da

expansdo demogréfica: t = 2ut; onde t é o tempo de geracdes e p € a taxa de mutacdo por
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geracdo. Populacdes apresentando expansdo demografica recente tendem a apresentar uma
distribuicdo unimodal das frequéncias de diferencas entre haplétipos e valores relativamente
menores de t do que populagcBes em equilibrio ou com expansdo antiga (ROGERS &
HARPENDING 1992).

4. Resultados

4.1 Redes haplotipicas
O alinhamento de sequencias de D-loop obtidas para os lobos-guaras resultou em uma

matriz com 223 pares de base e 30 sitios variaveis. Um total de 15 hapl6tipos foram
encontrados dentre os 112 individuos amostrados, dentre eles um novo haplétipo “O” foi
identificado para uma das amostras da Zona da Mata Mineira (Tabela 3; Figura 4). Os demais
14 j& haviam sido descritos por GONZALEZ et al. (2015).

A topologia da rede haplotipica reconstruida por Median-Joining se mostrou bem
similar & obtida por GONZALEZ et al. (2015) (Figura 4). Os haplGtipos com maior frequéncia
e mais amplamente disseminados pelas populacGes ocupam posicdo mais central na rede
enquanto os haplotipos com menor frequéncia e distribuicdo geografica mais restrita ocupam
posicdo mais periférica. Os trés haplotipos mais frequentes (B, D e G) estédo distribuidos por
populacdes argentinas, uruguaias e brasileiras e diferenciam-se entre si por uma a trés
mutacOes. Os hapldtipos menos frequentes e geograficamente mais restritos estdo conectados
a estes hapldtipos mais comuns, divergindo destes por uma a quatro mutacées, com excecao
do Haplotipo F, exclusivo da Bolivia, que apresentou a maior divergéncia dentro da rede
(Figura 4).
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Hap D Hap G

A|B|C|D|IE|F|G|H|[IT|J|K|L[M|[N]|O
2 6
3 16 1
3 4 3 1 1
3 1 4
Goias 6 1 4 1 1 1 1
pirito Santo 1
7T 7 2 4
1 4
4 13 5
Uruguai 1 1 1

Figura 4: Rede haplotipica do lobo-guara baseada em sequéncias de D-loop e frequéncia dos haplétipos
nas amostras populacionais. Cada circulo representa um hapldtipo e seu tamanho € equivalente a sua
frequéncia na espécie. Cada cor representa uma amostra populacional (mapa na Figura 3), as linhas
representam o parentesco entre haplotipos, e os tracos o numero de mutacGes que diferenciam
haplotipos proximos.
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Tabela 3: Amostras populacionais de lobo-guara analisadas e respectivos hapldtipos compartilhados e
exclusivos. Nimero de individuos portadores de cada haplétipo esté entre parénteses.

Grupos amostrais Hapl6tipos compartilhados Haplotipos Gnicos
Norte_Fluminense Hap B (2); Hap G (6) -
Zona_da_Mata Hap B (3); Hap G (16) Hap O (1)
Triangulo_Mineiro Hap B (3); Hap D (4); Hap G (3);

Hap I (1) Hap K (1)
Belo_Horizonte Hap B (3); Hap G (1); Hap | (4) -
Parque_Nacional_das_Emas Hap C (1); Hap D (6); Hap B (4); Hap N (1); Hap M (1);
Hap I (1) Hap L (1)

Argentina - Santa_Fé

Hap B (4); Hap A (1)

Argentina - Corrientes Hap C (2); Hap B (7); Hap A (7) Hap E (4)
Bolivia Hap B (4); Hap D (13) Hap F (5)
Viana Hap G (1) i

Uruguai Hap C (1) Hap J (1); Hap H (1)

A rede haplotipica obtida sugere alguma tendéncia de diferenciacdo geografica das
populacdes de lobo-guara da Bolivia em relacdo as demais, embora haja extenso
compartilhamento de haplotipos entre populagdes distantes. O Hapldtipo F, um dos haplotipos
mais divergentes da espécie, encontra-se restrito a Bolivia e em elevada frequéncia. Ja os
hapldtipos B e D, também presentes na populacdo boliviana, estdo mais disseminados em
outras populacdes.

As populaces de lobo-guara do Estado do Rio de Janeiro apresentaram trés haplotipos
de D-loop, sendo eles B e G, e do hapl6tipo inédito O. O haplotipo B é amplamente disseminado
na maioria das populacGes da Argentina, Bolivia e Brasil, enquanto o haplotipo G, que
apresentou maior frequéncia nas populacdes fluminenses, encontra-se restrito ao sudeste do
Brasil (Tabela 3). Ja o hapldtipo inédito O foi exclusivamente representado por um individuo
da populagdo Zona da Mata. Apenas uma mutacdo o diferencia do Haplétipo B, ao qual esta
mais proximamente conectado (Figura 4). A rede haplotipica de escala regional, contemplando
apenas as populacdes da Mata Atlantica apresentou todos os trés haplétipos presentes na Mata
Atlantica apenas na regido Centro Fluminense, sendo a regido da Mata Atlantica com maior
diversidade haplotipica. Além de estar presente em todas as regiGes o haplétipo G é o mais

frequente (Figura 5).
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Figura 5: Rede de haplétipos de individuos de lobo-guara oriundos da Mata Atlantica. Os graficos de pizza
representam a frequéncia da diversidade dos hapl6tipos em cada localidade. Aqui as cores das localidades da
Zona da Mata representam subpopulagGes menores (Centro Fluminense — RJ e Zona da Mata mineira) para
fornecer uma maior resolugdo da variagdo espacial na frequéncia e composicao haplotipica das amostras.

4.2 Diversidade genética e divergéncia interpopulacional

De modo geral, como observado na Tabela 4, os niveis de diversidade nucleotidica e
haplotipica presentes nas populaces da Mata Atlantica séo baixos. O padréo fica mais evidente
se compararmos os extremos geograficos das populacdes litoraneas com o interior da Bolivia,
onde a vegetacdo nativa da Savana Tropical ainda é predominante, mostrando uma diferenca
ainda maior quando avaliamos os valores de 0, destas populagdes geograficamente afastadas
umas das outras. A populacdo da Bolivia se destaca com a maior diversidade genética, com 0,

= 3.25108, enquanto a populacdo Norte Fluminense apresenta a menor diversidade, com com
0. = 0.42857.

29



Tabela 4; Parametros de diversidade genética das populagdes de lobo-guara baseados em sequéncias do D-Loop. SD: desvio-padrao.

Norte o Tridngulo Belo o AR ) -
Parametros Fluminense Zona da Mata Goias Mineiro Horizonte Bolivia Corrientes AR SantaFe  Meédia 5D
N° de
individuos 8 20 15 12 8 22 5 20 13,75 6,0570
N° de
haplétipos 2 3 7 5 3 3 4 2 3,6250 1,5762
Diversidade
haplotipica 0.1250 0.0500 0.0667 0.0833 0.1250 0.0455 0.2000 0.0500 0,0932 0,0503
T 0.001931 0.001968 0.010933 0.008221 0.004987 0.014645 0.001802 0.007658 0,0065 0,0047
0 0.42857 0.43684 2.43810 1.83333 1.10714 3.25108 0.40000 1.70000 1.44938 1.05014
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Os valores de Fst sugerem que as populagdes da Zona da Mata e Norte fluminense séo
muito semelhantes geneticamente (Fst = 0). Foram identificados niveis intermediarios de
conectividade entre as populacfes da Mata Atlantica e do Cerrado brasileiro, com Fst =
0.18095, como € o caso da divergéncia entre Norte Fluminense e Belo Horizonte, e entre a Zona
da Mata e Goias, cuja divergéncia é de Fst = 0.28915 (Tabela 5). As diferencas entre as
populacGes do Cerrado foram baixas, indicando maior conectividade, como € o caso da
divergéncia entre Triangulo Mineiro, Belo Horizonte e Goids, cujos valores de Fst variaram
entre 0 e 0.00585. Dentro do Cerrado, a similaridade mais elevada é da populago do Tridngulo
Mineiro com Goias e com Belo Horizonte (Fst = 0). Em relacdo as amostras fora do Brasil, a
populacdo de AR Santa Fé apresentou niveis baixos a intermediarios de divergéncia com as
populacbes do Cerrado, variando entre 0.09336 (Goias) e 0.17095 (Triangulo Mineiro). AR
Corrientes apresentaram os valores de Fst mais elevados dentre todas as popula¢fes, com um
valor de 0.59360 e 0.56107 em relacdo as populacdes da Zona da Mata e Norte Fluminense,
respectivamente. A populagédo da Bolivia também apresentou elevada divergéncia em relacéo
as populacdes da Zona da Mata e Argentina Corrientes, com valores de 0.42153 e 0.33659,
sendo considerada a populagdo com maior tamanho amostral e geneticamente diferente das

demais populagdes.

Tabela 5: Valores de Fst entre as populacdes representadas na Figura 3 e com amostragem superior a cinco
individuos. Valores em negrito representam valores de Fst estatisticamente maiores do que 0 (P < 0.005).

Norte Zona da - Triangulo Belo . . .
Fluminense Mata Goiés Mineiro Horizonte Bolivia AR Corrientes AR Santa Fé
Norte
Fluminense 0
Zona da
Mata 0 0
Goias
0.18017 0.28915 0
Tridngulo
Mineiro 0.11758  0.21223 0 0
Belo
Horizonte 0.18095 0.27068  0.00584 0 0
Bolivia
0.33306 0.42153 0.11166 0.13671 0.19659 0
AR
Corrientes 0.56107 0.59360 0.15741  0.28467 0.38959 0.33659 0
AR Santa Fé
0.25356 0.35637 0.09336 0.17095 0.16791 0.27048 0 0

31



Na figura 6 € possivel observar mais claramente quais populagdes sdo mais ou menos
divergentes. As populacbes da Bolivia, Zona da Mata e Argentina Corrientes apresentam
valores de Fst em media maiores do que as populacdes de Goids e Triangulo Mineiro. A
divergéncia mais acentuada nestas populacdes estd possivelmente associada a presenca de

haplétipos exclusivos.
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Goids Tridngulo Mineiro AR Santa Fe Belo Horizonte MNorte Fluminense Bolivia Zonada Mata AR Corrientes
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Figura 6. Boxplot das relacdes entre Fst e distdncia geografica das populacdes de lobo-guard apresentadas na
Figura 3.

A relacdo entre divergéncias genéticas e distribuicdo geografica das populacdes foi
avaliada por um teste de Mantel, que identificou uma correlacao significativa de 0,74044 (t =
4,60319 e P = 0,00100) entre distancias genéticas e espaciais. Este resultado indica que 0s
valores de Fst entre popula¢cdes aumentam conforme a distancia geografica entre elas. A Figura
7 ilustra a relacdo entre o Fst e a distancia geografica entre amostras, onde a linha de tendéncia
representa 0 aumento linear da divergéncia genética (Fst) com o aumento da distancia espacial
(km). As observacdes que se afastam da linha de tendéncia indicam valores de Fst maiores ou
menores do que o esperado a partir da distantica geogréafica entre populagdes. Como pode ser
observado na Figura 7a, os valores de Fst entre as populacdes do Norte Fluminense e as
populacbes da Zona da Mata, Triangulo Mineiro, Goids e Bolivia encontraram-se bem
proximos do que seria esperado a partir de suas distancias geograficas. Ja o valor de Fst entre
Norte Fluminense e AR Corrientes estad acima do esperado. Em contraste, os valores de Fst
entre as populacdes da Zona da Mata e todas as demais encontram-se quase todos acima do

esperado (Figura 7b), com excecdo da populacédo do Norte Fluminense. De modo geral, este
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resultado mostra que a Zona da Mata é ligeiramente mais divergente do que a populagdo Norte

Fluminense em relacdo as demais.
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Figura 7: Correlagdo entre o Fst e a distancia geografica entre populacGes: a) em vermelho estdo destacadas as
comparag@es envolvendo a populacdo do Norte Fluminense com as demais. b) em verde estdo destacadas as
comparac@es entre a populagdo da Zona da Mata e as demais.

4.3 Anélise Molecular de Variancia (AMOVA)
A AMOVA indicou um percentual da variagdo genética total ®st 0,29473 associado as

diferencas entre os grupos de populacdes da Savana Tropical e da Mata Atlantica (Tabela 6),
sendo considerado um nivel elevado de diferenciagdo sendo este significativo (P < 0,001)
(WRIGHT, 1978). Além disso, a porcentagem de variacdo dentro das populacdes € mais
elevada do que a porcentagem de variagdo entre oS grupos, sugerindo que 0s niveis de
diferenciacéo interpopulacional e inter-regional no lobo-guara séo baixos. Este resultado sugere

que as populacdes ndo estdo estruturadas a partir das diferencas entre esses biomas.

Tabela 6: Niveis hierarquicos de variacdo genética obtidos na AMOVA entre popula¢des agrupadas em Mata
Atlantica e Savana Tropical.

Fonte de variacgéo Porcentagem de Indices de fixacéo
variacao
Entre grupos (®cr) 13.77 0.13766
Entre populagdes dentro 15.71 0.18215
dos grupos (®sc)
Dentro das populacdes 70.53 0.29473
(Ds1)

4.4 Mismatch distribution
As anélises de mismatch distribution foram realizadas considerando dois conjuntos

populacionais, que representam graus distintos de diferenciacdo geogréafica entre populagoes,
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conforme evidenciado pelos valores de Fst da sec¢do anterior. O primeiro conjunto, classificado
como Grupo 1, corresponde as populaces do Cerrado brasileiro (Goias; Belo Horizonte e
Tridngulo Mineiro) e da Bolivia (Park Los Fierros; El Refugio), que em média apresenta maior
diferenciacdo genética dentre as demais populacdes com tamanhos amostrais adequados
(Figura 6) (GONZALEZ et al. 2015; MANNISE et al. 2017). Deste modo, o Grupo 1 representa
uma situacdo de maior divergéncia entre populagdes. O segundo conjunto, classificado como
Grupo 2, corresponde as populagdes da Mata Atlantica (Norte Fluminense e Zona da Mata e do
Cerrado brasileiro (Goiés; Belo Horizonte e Tridngulo Mineiro), que aparentemente apresentam

uma distribuicéo geografica mais continua, menor divergéncia genética e sdo o foco do presente
trabalho.

O modelo de expansdo demografica se adequou tanto ao Grupo 1 como ao Grupo 2
(Pssdirag>0,05) (Tabela 7). Contudo, a adequagdo ao modelo de expansdo populacional foi
melhor no conjunto de populagdes Mata Atlantica x Cerrado (Prag = 0,45 / Pssa = 0,59) do que
no conjunto Bolivia x Cerrado (Prag = 0,16 / Pssa = 0,22) (Tabela 7). Deste modo, embora ambos
conjuntos de populacbes apresentem tracos de expansdo populacional, as populages do
Cerrado e da Mata Atlantica apresentam sinais mais fortes e se adequam melhor a este evento.
Esta constatacdo também é sugerida pela tendéncia multimodal da distribuicdo dos “picos” de

diferencas genéticas apresentada pelas populac6es da Bolivia e Cerrado (Figura 8).
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Figura 8: Distribui¢des das diferencas par-a-par entre hapldtipos de lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) dos
observadas e as linhas continuas representam as distribui¢des esperadas a partir do modelo de expansdo

grupos populacionais Cerrado_Bolivia e Cerrado_Mata_Atlantica. Linhas tracejadas representam as distribuicoes

Os valores de Tau foram mais elevados para o conjunto de populacBes da Bolivia x
Cerrado (t = 2,172), do que para o conjunto Cerrado x Mata Atlantica (t = 1,437). Estes

resultados sugerem que a expansao demografica envolvendo populacdes do Cerrado e da Mata
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Atlantica seria mais recente do que a expansdo envolvendo as populacbes do Cerrado e da
Bolivia.

Tabela 7: Parametros do modelo de expansdo demografica estimados para diferentes grupos populacionais de lobo-
guara analisados por mismatch distribution.

Grupo 1: Cerrado_Bolivia Grupo 2: Cerrado_Mata Atlantica
Populagbes (Goias; Belo Horizonte; (Goias; Belo Horizonte; Triangulo
Tridngulo Mineiro; Park Los Mineiro; Zona da Mata; Norte
Fierros; El Refugio) Fluminense)
N° de individuos 57 64
Tau 2,172 1,437
P (Sim. Rag) 0,156 0,450
P (Sim. Ssd) 0,217 0,589

5. Discussao

5.1 Lobo-guara no litoral Norte do Rio de Janeiro: dispersdo recente ou presenga
antiga?

Os resultados produzidos no presente estudo sugerem que os lobos-guaras no litoral Norte
Fluminense sdo oriundos de uma dispersdo recente. Avaliando a topologia das redes
haplotipicas apresentadas neste estudo ndo € possivel identificar qualquer tipo de estruturacéo
filogeogréafica que permita inferir isolamento populacional do lobo-guara na regido costeira do
Estado do Rio de Janeiro. A avaliacdo de estruturacdo geogréafica para o Brasil proposta por
GONZALEZ et al. (2015) ndo a permitia identificar o mesmo padrdo devido a auséncia de
amostras litoraneas em suas andlises, reforcando a importancia do presente estudo ao ampliar
esta base amostral para inferir a respeito da estruturacao de popula¢cdes numa escala geografica
diferente. A topologia apresentada pela rede contendo as sequéncias de todas as regides mostra
que os espécimes do Norte Fluminense compartilham os mesmos haplétipos com populactes
de outras regides geograficamente distantes. O compartilhamento de haplétipos é bastante
heterogéneo geograficamente, como observado no Hap B e Hap G, sugerindo que estes
hapl6tipos estejam presentes na maioria das populacdes de lobo-guard. Ao avaliar a rede
produzida somente para Mata Atlantica, podemos observar que as amostras pertencentes ao Rio
de Janeiro compartilham os mesmos haplotipos de populacGes adjacentes, como Zona da Mata
mineira e Viana no Espirito Santo. O compartilhamento destes haplo6tipos e a baixa frequéncia
de haplotipos exclusivos nas populacBes do Estado do Rio de Janeiro, sugerem niveis
relativamente elevados de conectividade entre estas populacdes costeiras da espécie. Portanto,
a populacdo do Norte Fluminense é possivelmente um subconjunto geneticamente empobrecido

da populacdo Zona da Mata.
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Ao comparar a estruturacdo haplotipica do lobo-guard com o cachorro do mato
(Cerdocyon thous), apresentada por TCHAICKA et al. (2006) utilizando o mesmo marcador
mitocondrial, pode-se observar uma topologia da rede haplotipica onde as similaridades
genéticas entre amostras refletem suas proximidades geogréaficas, sendo possivel identificar um
grupo “Mata Atlantica Norte” e outro “Mata Atlantica Sul”. Esta regionalizagdo mais clara nos
cachorros-do-mato € sustentada por sucessivos passos mutacionais entre os dois grupos
geogréficos, indicando que a taxa de mutacdo tem sido mais elevada que o fluxo génico entre
0s grupos, impactando de forma significativa a diferenciagdo genética entre eles (HEDRICK,
2005). TCHAICKA et al. (2006) explica que esta estruturacdo supostamente é resultado de um
histérico demografico complexo e de isolamento por distancia limitando o fluxo génico entre
as populacOes, principalmente na regido da Mata Atlantica Norte. Apesar da distancia
geogréfica também afetar o quao semelhantes genéticamente as populacfes de lobo-guara séo
entre si, este fator limitante ndo é tdo intenso a ponto de um isolamento definitivo. Esta
diferenca entre cachorro-do-mato e o lobo-guara pode ser explicada devido ao cachorro do mato
possuir um porte medio com area de vida de até 11,11 km? (BERTA, 1982; MICHALSKI et al.
2006), enquanto o lobo-guara é de grande porte e possui uma area de vida de 6,0 a 115,0 km?
(DIETZ, 1984; CHEBEZ, 1994; MANTOVANI, 2007; AZEVEDO, 2008, RODDEN, 2014).
Este fator pode limitar mais o deslocamento do cachorro-do-mato para longas distancias

facilitando o processo de isolamento.

Quando avaliamos a divergéncia e conectividade genética entre as populacdes costeiras
da Mata Atlantica e interioranas do Cerrado através dos valores de Fst, ndo ha indicacao de que
o fluxo génico seja mais intenso dentro dos biomas do que entre os biomas. Um valor de Fst =
0 foi encontrado entre as amostras do Norte Fluminense e Zona da Mata evidenciando um fluxo
génico constante entre as populacdes da Mata Atlantica. Aprofundando-se nestas relacGes de
similaridade genética entre as populacdes, a Figura 7 mostra que a populacdo do Norte
Fluminense possui uma relacdo de distancia geografica e diferencas genéticas proximo do
esperado a partir do modelo de isolamento por distancia. A adequacao deste modelo aos dados
sugere que apesar da elevada capacidade de dispersdo do lobo-guara, o fluxo génico entre as
populacdes diminui conforme a distancia entre as populagdes aumenta. Aparentemente, as
limitacBes do lobo-guara relacionadas a sua capacidade de dispersdo comecam a ficar mais
evidentes quando comparamos a populacdo da Mata Atlantica com a Bolivia e Argentina, onde
os valores de Fst sdo mais elevados do que o esperado. GONZALEZ et al. (2015) n&o encontrou

uma correlacdo estatisticamente significava entre distancia geografica e genética de suas
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amostras, ressaltando as diferencas observadas que encontramos através da ampliagdo amostral
proporcionada pelo presente estudo. Contudo, a avaliacdo da interagéo entre estas informagoes
sdo compativeis com os resultados das redes haplotipicas, mostrando uma maior similaridade

genética entre os haplotipos das amostras que estdo mais proximas geograficamente.

Os parametros de diversidade genética encontrados no presente estudo sugerem que as
populacbes de lobo-guara do Cerrado possuem uma variabilidade genética pelo menos cinco
vezes maior que a variabilidade encontrada nas populacfes da Mata Atlantica. A diversidade
nucleotidica e a diversidade de haplétipos seguem sendo mais elevados para as populacées do
Cerrado, que se localizam no centro da area nativa da espécie. Deste modo, é esperado que 0s
tamanhos efetivos destas populacdes sejam maiores e que o efeito de deriva genética sob a
populacéo seja mais ameno do que em populacdes pequenas (SAETRE & RAVINET, 2019).

Os valores encontrados nas analises de variancia molecular ndo indicaram estruturacao
geografica das populac6es de lobo-guara conforme as regides de Savana Tropical e do bioma
da Mata Atlantica. Com um indice de fixacdo geral do Fst = 0.29473 nos resultados
apresentados pelo presente estudo, a inclusdo das amostras da Mata Atlantica parece nao
divergir muito do indice de Fst = 0.29852 apresentado por GONZALEZ et al. (2015). Portanto,
com base nestas informacdes, atreladas aos outros resultados ja discutidos, podemos inferir que
ndo houve no passado uma barreira de formacéo florestal que isolasse a populagédo do litoral
das demais populacGes de lobo-guara do Brasil. Uma populagdo que estivesse isolada e bem
estruturada com elevado tamanho populacional durante milhares de anos apresentaria valores

de Fst possivelmente maiores do que os observados no presente estudo.

Os modelos de expanséo demogréafica produzidos pelas analises de Mismatch distribution
neste estudo sdo indicativos de uma expansao recente pelo conjunto Mata Atlantica e Cerrado,
reforcando a hipotese de expansdo recente. A adicdo de novas amostras em nossos modelos
proporcionou a verificacdo desta expansao demografica em uma escala mais regional dentro do
Brasil, reforcando os sinais consistentes encontrados por GONZALEZ et al. (2015) de uma
expansdo demografica na populacgéo brasileira de lobo-guara ha pelo menos 24.000 anos atras.
Nossos resultados também sugerem que a expansao demografica envolvendo as populagdes
costeiras teria sido ainda mais recente do que o ultimo Glacial Maximo, devido a elevada
adequabilidade do modelo de expansdo recente e do valor mais reduzido de t destas populac6es

em relacdo a outros conjuntos populacionais da espécie.
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5.2 Fatores historicos que teriam impedido o estabelecimento de lobos-guaras na costa
ha mais tempo

A corroboracdo da hipotese de dispersdo e expansdo recente dos lobos-guard para a
regido Norte Fluminense contraria algumas inferéncias sobre a distribuicdo pretérita da espécie
feitas por estudos de paleodistribuicdo (TORRES et al. 2013). Embora imerso na Mata
Atléntica, o Norte Fluminense tem sido considerado através de modelagens climaticas como
uma area de possivel expansdo de biotas ndo-florestais durante o periodo do ultimo glacial
maximo, h& aproximadamente 21 mil anos atras (CARNAVAL et al. 2008; WERNECK et al.
2012; TORRES et al. 2013). Além disso, LUZ et al. (2011) sugerem que ha 7.000 anos o litoral
Norte Fluminense ainda possuia predominancia de formacdes ndo-florestais. Esta
caracterizacdo pode ter favorecido a presenca do lobo-guaré nesta regido durante um periodo
mais antigo do que os séculos XX e XXI, possibilitando o isolamento de populagdes litoraneas
ha pelo menos 7.000 anos. A formacéo de um corredor conectando o Cerrado ao litoral Norte
Fluminense neste periodo, por exemplo, € um pressuposto utilizado por TAVARES et al. (2015)
para explicar a historia biogeografica de Cerradomys goytaca, uma espéecie de roedor
atualmente endémica de restingas litoraneas, mas com parentesco mais proximo as especies do

Cerrado brasileiro.

Entretanto, apesar da regido Norte Fluminense ter apresentado caracteristicas de habitat
adequadas para a ocupacao por lobos-guaras durante o altimo glacial maximo (TORRES et al.
2013), alguns fatores podem ter sido limitantes para a ocorréncia ou persisténcia do lobo-guara
nesta regido ao longo dos ultimos 20 mil anos. A provavel predominancia de formacoes
florestais de Mata Atlantica ha cerca de 6.000 anos (CARNAVAL et al. 2008) pode ter isolado,
por efeito barreira, as populacgdes litoraneas de lobo-guara das demais populages interioranas.
E possivel que o longo tempo de isolamento (pelo menos 6 milhares de anos), atrelado ao baixo
tamanho populacional, tenha intensificado os efeitos de deriva genética tornando a populagéo
litordnea inviavel a longo prazo. Segundo PAULA & DESBIEZ, (2014), o tamanho reduzido
de habitat para uma ocupacéo estavel pode em 21 anos reduzir o tamanho populacional do lobo-
guara em 29%. Portanto, 6.000 anos poderiam ser mais do que suficientes para resultar numa
extincdo local da espécie na auséncia de intercambio genético com as populac@es interioranas.
Deste modo, se os lobos-guaras ocorreram no Norte Fluminense ha mais de 6.000 anos atras,
eles possivelmente teriam sido extintos antes de que cientistas contemporaneos pudessem

registra-los.
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O naturalista alemdo Principe Maximilian zu Wied-Neuwied percorreu o litoral e o
interior do leste brasileiro, incluindo o Norte Fluminense, durante o século XIX. Wied fez
diversos registros detalhados da biodiversidade local em seu livro “Viagem ao Brasil” (WIED-
NEUWIED, 2001) e descreveu numerosas espécies. Durante os dias em que passou no litoral
Norte Fluminense, Wied relata o encontro com diversos animais da nossa fauna, principalmente
de aves e mamferos, a maioria trazida a conhecimento dele por cacadores e coletores locais.
Contudo, ndo ha nenhuma mencdo ao lobo-guara em seus registros de passagem pelo Norte
Flumiense. O lobo-guaréa foi mencionado por Wied apenas quando ele posteriormente adentrou
formacGes abertas do interior da Bahia (regido atual de Vitdria da Conquista) e descreveu Canis
campestris Wied, 1821, sindbnimo de Canis brachyurus Illiger, 1815. Este fato sugere que uma
espécie do porte do lobo-guara dificilmente passaria despercebida por Wied, caso estivesse
realmente presente na fauna local. Portanto, os relatos histéricos ndo confirmam a presenca do

lobo-guara no Norte Fluminense mais antiga do que o final do século XX.

A ocupacdo de uma area por uma espécie € determinada por caracteristicas ecologicas
e por eventos histéricos. A formacéo de barreiras que surgem e desaparecem ao longo do tempo,
a capacidade de dispersédo e adaptativa de uma espécie sdo importantes preditores de como ela
varia historicamente em sua extensao geografica tornando o historico demografico de algumas
populacdes bastante complexo (SLATKIN, 1987). A area ocupada por uma popula¢do numa
regido depende de quando e onde a espécie se originou, e quais barreiras impedem que ela
ocupe novas areas. As vezes essas barreiras sdo facilmente identificaveis como fator limitante
para dispersao da espécie, mas outras vezes essas barreiras sao pequenas, nao ficando téo claro
0 que esta limitando a espécie de expandir-se geograficamente (SLATKIN, 1987). Todos estes
fatores dificultam a previsibilidade e interpretacdo de como as popula¢des naturais estdo

estruturadas e para o lobo-guara néo é diferente.

As modelagens de distribuicdo potencial e historica usam de informacdes bioclimaticas
e pontos de ocorréncia para predizerem a estabilidades das regifes para as espécies modeladas
(ELITH et al. 2010), mas deixa de avaliar diversos outros fatores que sdo importantes para que
uma espécie ocupe determinada area como alimentacdo, abrigo e histdria biogeografica. Em
suma, estes modelos avaliam a adequabilidade ambiental a partir das propriedades do ambiente
e ndo de seu ocupante. Portanto, sdo Uteis para sugerir se uma determinada area teria condi¢fes
bioclimaticas estaveis para a ocupacdo da espécie ou ndo (DE MARCO & SIQUEIRA, 2009).
Além disso, sdo importantes para sugerir locais de manejo de espécies ameacadas em

necessidade de translocacdo, transportando-as para locais onde os modelos encontraram alta
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estabilidade de ocupagdo (DE MARCO & SIQUEIRA, 2009). Contudo, como a ocorréncia da
espécie depende também de outros fatores aléem dos bioclimaticos, nem sempre estes modelos

fardo previsdes acuradas sobre as distribuicdes pretérita ou presente da espécie.

5.3 Conservagdo do lobo-guard na Mata Atlantica costeira
O teste das hipGteses realizados neste estudo tem importantes implicacGes

conservacionistas. Como as analises sugerem que a espécie se dispersou recentemente para o
litoral Norte Fluminense, ela pode ser potencialmente invasora caso impacte negativamente a
biodiversidade nativa da Mata Atlantica. Invasdes biolégicas sdo conhecidas como uma das
principais causas de perda de biodiversidade, sendo responsaveis por possiveis alteragdes nos
processos ecossistémicos dos locais ocupados pelas espécies invasoras (VITOUSEK et al.
1997). Portanto, hd uma necessidade imediata de investigar quais as implicacfes dessa invasdo
no bioma Mata Atlantica e a necessidade de considerar que esta dispersao seja melhor avaliada
para identificar seus impactos na propria espécie e nas espécies nativas que tiverem contato

com ela, com finalidade de saber como lidar com essa ampliacdo da distribuicdo da espécie.

Sabemos que o lobo-guard é uma espécie ameacada de extingdo no Brasil, e que 0
principal impacto direto na viabilidade das populacdes é a perda de habitat (PAULA &
DESBIEZ, 2014), que se mostra como a mais critica no que tange as dificuldades para a
conservacdo da especie. MACHADO et al. (2004) estima a partir de estudos realizados com
dados desde 2002 que o Cerrado ja teve 55% de seu territorio original desmatado ou
transformado pela acdo humana. Com a atual situacdo do Cerrado e uma estimativa de
desmatamento de aproximadamente 1% ou mais ao ano (2,2 milhGes de hectares para o
Cerrado), caso ndo se amplie a protecéo deste bioma, ele deixara de existir em 2030, restando
somente 4,5% que estdo sob a protecdo de unidades de conservacdo e terras indigenas
(MACHADO et al. 2004). Como consequéncia destes impactos sobre as populagdes de lobo-
guara ao longo dos anos, PAULA & DESBIEZ (2014) submeteram os dados conhecidos do
lobo a um modelo de viabilidade populacional e inferiram que, a partir de parametros biologicos
e demograficos, a espécie sofrerd uma reducdo de aproximadamente 29% do tamanho
populacional atual nos proximos 21 anos, tendo como base apenas as estimativas de perda de
habitat do Cerrado mesmo ndo levando em consideracdo outros fatores de mortalidade para
espécie como atropelamentos. Atualmente o numero estimado de lobo-guard em estagio
reprodutivo é de 17.000 individuos, sendo 90% deste total presente no territério brasileiro
(PAULA & DEMATTEO, 2015).Sendo assim, o cenario populacional atual é de 15.849
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individuos maduros no Brasil; 613 no Paraguai; 487 na Argentina e um pouco mais de 1.000
na Bolivia (PAULA & DEMATTEO, 2015).

Apesar destas avaliagdes, mais esforcos sdo necessarios para entender a dinamica
populacional da espécie, além de acompanhar a escala e possiveis consequéncias desta
expansao demografica que pode ser resultado dos impactos antropicos em seu habitat nativo. O
lobo-guara é uma espécie atualmente ameacada de extinsao e a reducao cada vez mais presente
de seu habitat nativo fazem os estudos de viabilidade populacional apontarem para um grande
declinio de individuos para os proximos anos. Os registros de atropelamento sdo conhecidos
como de grande ameaca para a espécie (RODRIGUES, 2002) e tem se mantido frequentes na
regido Norte Fluminense, talvez este seja um indicio de novos cuidados que devam ser
implementados pelas unidades de conservacao local para que suas medidas contemplem esta
espécie que possui grande importancia ecoldgica e atualmente ndo esta sendo cosiderada como
presente em nenhuma UC do sudeste do Estado do Rio de Janeiro. Além disso, novos estudos
s8o necessarios para identificar a viabilidade das populacdes para a regido da Mata Atlantica.
PAULA (2016), aponta a regido sudeste do Estado do Rio de Janeiro como adequada para
ocupacao da espécie a partir de modelagens feitas com variaveis climaticas, mas a literatura
ainda carece de estudos que apontem esta viabilidade a nivel de capacidade de suporte destas
areas fragmentadas da Mata Atlantica que a espécie esta acessando ao expandir-se para regido
sudeste. Apesar das areas fragmentadas da Mata Atlantica serem caracterizadas como matrizes
ndo-florestais que poderiam se assemelhar com a paisagem do Cerrado, o Cerrado néo se trata
de uma floresta que foi desmatada, milhares de anos de evolucéo foram necessarios para este
bioma possuir suas caracteristicas atuais, compara-lo as matrizes antropizadas da Mata
Atlantica em termos de riqueza de espécies e condi¢cdes ambietais para sustentar a longo prazo

populacdes de lobo-guara pode ser um equivoco.
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Apéndices

Apéndice 1: Tabela com todos os espécimes e suas respectivas coordenadas geogréficas
analisadas no presente estudo. NF = Norte Fluminense; CF = Centro Fluminense; ZdM = Zona
da Mata; MA = Mata Atlantica.

Espécime Populacéo Origem Geogréfica Latitude Longitude
TXD373 NF/MA Rio das Ostras -22,478  -41,897
TXD398 NF/MA Carapebus -22,145  -41,723
TXD291 NF/MA Macae -22,321  -41,903
CBCRAS NF/MA Macae -22,353  -41,824
TXDO072 NF/MA Macae -22,231  -41,788
TXDO085 NF/MA Concei¢do Macabu  -22,167  -41,742
TXD112 NF/MA Macae -22,26 -41,843
TXD124 NF/MA Carapebus -22,266  -41,859
CB20 ZdM/MA SimaoPereira -21,924  -43,319
CB1286 ZdM/MA JuizdeFora -21,663  -43,222
CB1297 ZdM/MA SimaoPereira -21,999  -43,286
CB1318 ZdM/MA SimaoPereira -21,967  -43,29
CB229 ZdM/MA MatiasBarbosa -21,821  -43,376
CB47 ZdM/MA MatiasBarbosa -21,511  -43,225
CB289 ZdM/MA SimaoPereira -21,531  -43,19
CB300 CF/IMA TresRios -22,025 -43,12
CB310 CF/IMA LevyGasparian -22,024  -43,124
CB1115 CF/IMA LevyGasparian -22,181  -43,201
CB319 ZdM/MA MatiasBarbosa -21,526  -43,193
CB822 ZdM/MA MatiasBarbosa -21,401  -43,262
CB866 CF/MA ParaibadoSul -21,495  -43,222
CB823 ZdM/MA JuizdeFora -21,523  -43,203
CB396 ZdM/MA SimaoPereira -21,541  -43,184
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CB498

CB582

CB705

MBF346

MBF604

AAR1

AAR2

AAR3

AAR4

AAR5

AARG6

AAR7
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BAR1

BAR?2

BAR3

BAR4
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BAR7
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BAR9

BAR10

BAR11

CAR1

CAR?2

EAR1

EAR?2
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CF/IMA
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ZdAM/MA
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
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Argentina
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Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
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Argentina
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Argentina
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LevyGasparian
JuizdeFora
Carangola
Carangola
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Corrientes
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SantaFe
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Corrientes
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Corrientes
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SantaFe
SantaFe
SantaFe
Corrientes
Corrientes
Corrientes

Corrientes

-22,034
-22,024
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-20,776
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-27,533
-27,533
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