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RESUMO

O tamanduéd-bandeira (Myrmecophaga tridactyla) tem sido uma das
principais vitimas da fragmentacdo de habitat, portanto € fundamental a
realizacdo de estudos para a conservacdo da espécie. Desta maneira,
estudos genéticos populacionais permitem avaliar os impactos da
fragmentacdo de habitat nas populacbes selvagens. O objetivo do
trabalho foi analisar a variabilidade genética e a estrutura populacional do
tamandua-bandeira, utilizando marcadores moleculares microssatélites
especificos. Foram analisados 34 individuos e seis locos. As
genotipagens foram realizadas por eletroforese em gel e por eletroforese
capilar automatizada. Os resultados indicaram alta diversidade genética,
diferenciacdo moderada entre as populacdes, estruturacdo populacional,
baixas taxas de migragdo e o isolamento por distancia das populagdes. As
analises bayesianas de estrutura identificaram trés agrupamentos e
estrutura bem definida em uma das populag¢fes. A andlise bayesiana de
estrutura espacial também mostrou estrutura populacional, trés
agrupamentos e revelou que os individuos ou populacdes tém baixa
probabilidade posterior de pertencer as populacbes ou areas mais
distantes. Os resultados da AMOVA mostraram que a maior parte da
variancia estad dentro das populacdes ou subpopulacdes, revelando a
importancia e a prioridade na conservacao destas. Sugerimos que 0S
resultados encontrados indicam que as populacdes de tamandua-
bandeira estdo evoluindo em um modelo de “Isolamento por Distancia em
Populacdes em Desequilibrio”, que prediz que a falta de migracao
aumenta as diferencas entre as subpopulacbes; isolando-as, mas
mantendo a variabilidade genética nas subpopulacbes isoladas,
influenciadas pela deriva genética. Assim, as andlises genéticas e 0s
modelos estatisticos utilizados permitiram obter informacdes sobre a
variabilidade genética e a estrutura populacional da espécie na regiao
noroeste e sudoeste do estado de S&o Paulo, indicando a influéncia da
fragmentacdo de habitat no fluxo génico, além de demonstrar a
necessidade do manejo ou possiveis translocacfes das populacdes a fim
de evitar extingdes locais e a consequente perda da diversidade genética
destas. Portanto, o presente estudo revelou a importancia da conservacao
das populacdes do estado de S&o Paulo para manutencdo da diversidade
genética da espécie e forneceu dados que podem contribuir para a
conservacao local do tamandua-bandeira.

Palavras-chave: DNA microssatélite, estrutura populacional, genética da
conservacdo, Myrmecophaga tridactyla, tamandua-bandeira.



ABSTRACT

The giant anteater (Myrmecophaga tridactyla) has been one of the main
victims of habitat fragmentation, so it is fundamental to carry out studies
for the conservation of the species. This way, population genetic studies
allow analyzing the impacts of habitat fragmentation on wild populations.
The aim of this work was to analyze the genetic variability and the
population structure of the giant anteater, using specific microsatellite
molecular markers. Thirty-four individuals and six loci were analyzed. The
DNA fragment analysis and genotyping were performed by gel
electrophoresis and by automated capillary electrophoresis. The results
indicated high genetic diversity, moderate population differentiation,
population structure, low migrations rates and indicate isolation by
distance in the populations. Bayesian structure analyzes identified three
clusters and well-defined structure in one of the populations. Bayesian
spatial structure analysis also showed population structure, three clusters
and revealed that individuals or populations have low posterior probability
to belong to more distant populations or areas. AMOVA results showed
that most of the variance is within populations or subpopulations, revealing
the importance and priority in the conservation of these subpopulations.
We suggest that the results indicate that the giant anteater populations are
evolving in a model of "Isolation by Distance in Non-Equilibrium
Populations”, which predicts that lack of migration increases the
differences between subpopulations; isolating them, but maintaining
genetic variability in isolated subpopulation, influenced by genetic drift.
Thus, the genetic analyzes and the statistical models used in this work
allowed to obtain information about the genetic variability and population
structure of the species in the northwest and southwest region of Sao
Paulo state, indicating the influence of habitat fragmentation in the gene
flow and demonstrating the need for management or possible population
translocations in order to avoid local extinctions and the consequent loss
of its genetic diversity. Therefore, the present study revealed the
importance of the conservation of Sdo Paulo state populations to the
maintenance of genetic diversity of the species and provided data that
may contribute to the local conservation of the giant anteater.

Key words: conservation genetics, giant anteater, microsatellite DNA,
Myrmecophaga tridactyla, population structure.
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1. INTRODUCAO

O Brasil abriga a maior diversidade biolégica entre os 17 paises
“‘megadiversos” do mundo, ou seja, paises que concentram a maioria das espécies
da Terra e é, portanto, detentor de uma das maiores riquezas naturais do planeta.
Proporcionalmente & enorme biodiversidade, sdo os impactos ambientais causados
pelo desenvolvimento econdmico, visiveis, principalmente, no Sudeste Brasileiro,
onde inlUmeras espécies estdo sob ameaca de extingdo (CUBAS, 2006; BOLZANI,
2016).

Dos impactos ambientais mais drasticos, podemos destacar o processo de
desmatamento em areas florestais e a fragmentacdo de habitats por interferéncia
antropica, os quais provocam diversos distUrbios ecoldgicos e afetam a diversidade
biolégica de uma regido (CONDE; VERA; ROCHA, 2006; SANTOS; PACHECO;
PASSAMANI, 2016).

Esses impactos ambientais aumentam a perda da biodiversidade e o declinio
geral no tamanho das populacdes de espécies selvagens, além do declinio na
extensdo, condicdo e conectividade de muitos habitats, com a aceleracdo dos niveis
de risco de extingcdo (BUTCHART et al., 2010; BRASIL, 2016).

A destruicdo parcial das éareas florestais leva a formacdo de fragmentos
isolados que, por sua vez, funcionam como “ilhas” de mata, cercadas por habitats
nao florestados. As consequéncias do processo de fragmentacéo florestal tém sido
intensamente estudadas, principalmente pela biologia da conservacdao, como forma
de tentar prever as caracteristicas mais adequadas para a formacdo de reservas
florestais e conservacdo da fauna (FRANKHAM, 1995; PERICO; CEMIN; LIMA,
2005; WILSON et al., 2016).

Neste cenario, uma das principais vitimas da fragmentacdo de habitat e
interferéncia antrépica é o tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla; Linnaeus,
1758), objeto do presente estudo. Como conseqiéncia, € um dos animais mais
ameacados da fauna brasileira, incluido na categoria “Vulnerable” (VU), ou seja,

vulneravel tanto em nivel global quanto nacional (IUCN, 2017).
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O tamandua-bandeira apresenta distribuicdo original do sul de Belize e da
Guatemala até o norte da Argentina e do Uruguai. Entretanto est4 provavelmente
extinto na Guatemala e em Belize, no Uruguai e em Santa Catarina (figura 1). A
espécie esta listada também como extinta localmente nos estados do Rio de Janeiro
e Espirito Santo e criticamente ameacada no Parand e Rio Grande do Sul
(MIRANDA; BERTASSONI; ABBA, 2014).

o -
¢ Jishe

nmlc Nv@m CR Nn

[ Extant (resident)
W Fossibly Extinct

Marmmalia > Pilosa > Myrmecophagidae
Myrmecophaga tridactyla

Giant Anteater

Figura 1. Mapa ilustrando a distribuicdo atual da espécie (na area amarela) e os locais onde é

considerado extinto (areas vermelhas). Fonte: IUCN (2017).

No Brasil e particularmente no estado de S&o Paulo, a rapida transformacéo
da paisagem natural em plantagbes de soja, cana-de-agUcar e a urbanizacdo
debilitaram as regifes de savanas em mais de 85% desde a década de 90,
fragmentando habitats e exercendo forte pressdo seletiva sobre as populacdes
remanescentes de tamanduéa-bandeira (GARCIA et al., 2005).
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Algumas caracteristicas biolégicas do animal podem ser indicativas de baixas
taxas de crescimento populacional. Entre elas, podemos destacar: baixa taxa
metabdlica, baixa capacidade termorregulatéria, pequeno potencial reprodutivo,
cuidado parental prolongado, longo periodo de gestacéo e habitos solitarios (DINIZ;
BRITO, 2013).

A espécie também apresenta caracteristicas que evidenciam sua alta
vulnerabilidade frente aos impactos ambientais. Devido aos seus longos pélos
facilmente inflamaveis e a baixa mobilidade, os tamanduas-bandeira sdo atingidos
com freqUéncia por grandes incéndios florestais, que podem causar a morte desses
individuos. Em agosto de 1994, um incéndio de grandes propor¢des queimou 97%
do Parque Nacional das Emas, Estado de Goias, Brasil, inclusive todas as areas de
cerrado aberto. Estudos locais estimaram que em média 332 tamanduas-bandeira
morreram pela acdo direta do fogo (CHEREM et al., 2007; COLLEVATTI et al., 2007,
DURIGAN; SIQUEIRA; FRANCO, 2007).

Por ser um animal de baixa mobilidade e possuir visdo fraca, além das mortes
ocasionadas pelos incéndios e pela queima da cana-de-acucar, a espécie é uma das
principais vitimas de atropelamentos em rodovias. A mortalidade causada por
atropelamentos pode ameacar profundamente a persisténcia da populacdo de
tamandua-bandeira em permanecer nas areas extremamente fragmentadas (DINIZ;
BRITO, 2013; DINIZ; BRITO, 2015).

Devido as ameacas e caracteristicas da espécie, a tendéncia € que
as populacdes restantes de tamandud-bandeira progressivamente tornem-se mais
isoladas. Sabe-se que as reducbes de tamanho e alcance das populacdes
aumentam sua vulnerabilidade a extincdo estocastica, levando em varios casos a
extincdo local (CLOZATO et al., 2017).

Atualmente, € amplamente aceito que a variabilidade e a estrutura genética
das populacdes desempenham um papel importante na persisténcia e adaptacéao
das populacbes aos ambientes em mudanca. A estruturacdo de populacbes e a
perda de diversidade genética adaptativa colocam populacdes selvagens em maior
risco de extingdo e a Genética da Conservacdo € uma das ferramentas que podem
auxiliar na avaliacdo destes riscos (FRANKHAM et al., 2002; FRANKHAM, 2005,
FRANKHAM, 2015; CLOZATO et al., 2017).
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Sabe-se que estes processos de alteracdo ambiental diminuem a
variabilidade genética e aumentam a divergéncia interpopulacional devido ao
aumento da deriva, das taxas de endogamia e da redugdo do fluxo génico. A
diversidade genética, os niveis de endogamia e as medidas diretas e indiretas de
fluxo génico fornecem as melhores estimativas sobre o quanto a fragmentacéo atua

estruturando a composicao genotipica das populacées (EWERS; DIDHAM, 2006).

Estes parametros genéticos populacionais podem ser utlizados na
quantificacdo do grau de fragmentacdo e na caracterizacdo da estrutura genética
espacial de uma populacdo sendo considerados de extrema importancia para
caracterizacdo de populagcbes naturais por retratarem o0 quanto as alteracdes
ambientais influenciam a diminuicdo da variabilidade genética populacional
(FRANKHAM, 2005).

Estudos de \variabilidade genética nas populacbes e individuos
remanescentes de uma espécie podem ser fundamentais para a compreensao da
dindmica populacional, das taxas de migracdo, da estrutura genética, das
similaridades entre isolados populacionais e dos efeitos da fragmentacéo de habitat,
sendo importantes ferramentas para subsidiar programas de conservacado de
espécie (COLLEVATTI et al., 2007; BARROS et al., 2011; COSTA et al., 2016).

Portanto, a compreensdo de como fatores geograficos e ambientais
caracterizam a variacdo genética e a estrutura da populagéo, evidencia 0s processos
e padrdes de fluxo de genes, deteccdo de descontinuidades genéticas e a
correlacdo destas descontinuidades com caracteristicas da paisagem. Assim, as
caracteristicas ecolégicas do habitat e o perfil genético das populacdes sédo
ferramentas que permitem a analise da correlacdo entre a fragmentacao do habitat e
a viabilidade de populacdes, para tracar planos de conservacdo para espécies
ameacadas (MANEL, 2003). Adicionalmente, é necessario considerar as dinamicas
populacionais locais, influenciadas pela ocupacdo de redes de habitats altamente
fragmentadas (CANALE et al., 2012; WEISS; LEESE, 2016).

Em relacdo aos estudos genéticos, os marcadores moleculares sao
amplamente empregados para estimar parametros genéticos, como o fluxo génico e

o grau de diferenciacdo dentro e entre as populagdes. Assim, o foco da Genética da
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Conservacao é a analise da estruturacdo genética recente nas populacdes e para

ISSo requer marcadores que apresentem altas taxas de evolucao.

Dentre os marcadores moleculares utilizados para estudos de variabilidade

genética em populacdes, destacam-se 0s microssatélites (WAN, 2004).

Os marcadores microssatélites tém se mostrado uma ferramenta
extremamente vantajosa e sdo particularmente adequados em estudos de Genética
da Conservacdo. Sao herdados de maneira mendeliana co-dominante e podem
revelar heterozigotos e homozigotos em cada individuo. Suas aplicacbes se
estendem por diferentes areas, como: estudos filogenéticos, forenses, genética de
populacdes, genética da paisagem e manejo. Estao dispersos ao longo do genoma
nuclear de organismos eucarioticos e seus polimorfismos sdo o resultado de
variacdes no numero de repeticdes em tandem em uma curta sequéncia de DNA
(TELLES, 2010; SIGRIST, 2011; WAN, 2004; COSTA et al., 2016).

Muitos estudos conservacionistas utilizam marcadores nucleares e
mitocondriais para inferir dados sobre o perfil genético das popula¢cdes ameacadas
(SARRE; GEORGES, 2009). E amplamente aceito que os microssatélites e o DNA
mitocondrial possuem altas taxas de mutacdo, porém, deve-se atentar ao fato de
que as taxas de mutacdo de DNA mitocondrial e microssatélites podem variar
consideravelmente, dependendo da espécie em estudo (WAN, 2004; ALLIO et al.,
2017). Todavia, em mamiferos, os genes mitocondriais geralmente evoluem mais
lentamente que microssatélites. Portanto, os microssatélites sdo marcadores
moleculares adequados para investigar os impactos recentes em populacdes de
tamanduas-bandeira, devido & alta taxa de mutagédo (WAN, 2004).

Em suma, em razdo da intensa fragmentacdo de habitat com indiscriminado
aumento das fronteiras agricolas e expansao urbana, € indispensavel a realizacéo
de estudos genéticos locais sobre o perfil de populacbes de animais silvestres
utilizando-se marcadores moleculares adequados, principalmente em espécies
vulneraveis e ameacadas de extincdo. Assim, o presente trabalho objetivou analisar
0s impactos da fragmentacdo do habitat na diversidade genética e na estrutura
populacional de M. tridactyla (tamandua-bandeira), nas regides noroeste e sudoeste
do estado de S&o Paulo, utilizando marcadores moleculares microssatélites

especificos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a diversidade genética e caracterizar a estrutura genética das
populacdes de Myrmecophaga tridactyla nas regides noroeste e sudoeste do estado

de S&o Paulo, utilizando marcadores moleculares microssatélites especificos.

2.2. Objetivos especificos

- Identificar agrupamentos populacionais e a probabilidade de ocupacdo no

ambiente, utilizando modelos estatisticos bayesianos de estrutura populacional.

- Obter dados moleculares que permitam entender as dinamicas das

populacdes e fornecer informacdes que contribuam para a conservacao da espécie.

- Avaliar os impactos da fragmentacdo de habitat nas populacdes selvagens

de tamandua-bandeira.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Areas de estudo

A area de estudo compreendeu a regido noroeste do estado de Sao Paulo,
abrangendo a populagdo de animais do entorno da Estagéo Ecolégica do Noroeste
Paulista e foram analisados também individuos da regido sudoeste do estado de
Séao Paulo, pertencentes a populacdo da Estacdo Ecologica de Santa Barbara, os
quais permitiram expandir a area analisada e comparar as populacdes de tamandua-

bandeira das areas das duas Estaces Ecologicas.

A regido noroeste do estado possui aproximadamente 20.000 km quadrados e
faz divisa com os estados de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. Esta regido
apresenta areas de ocorréncia original da Floresta Estacional Semidecidual, Savana
e Contato Savana e Floresta Estacional, mas foi intensamente modificada desde o
século XIX, sendo substituida por pastagens, culturas diversas e areas urbanas,
restando atualmente apenas nove por cento de sua area de origem. Recentemente,
o cultivo de cana-de-acucar vem se expandindo rapidamente na regido, aumentando
ainda mais a taxa de desmatamento. Hoje, esta regido € a mais desmatada e
fragmentada do estado e prioritaria para inventarios e manejos de fauna e flora
(RODRIGUES et al., 2008; PROVETE, 2011).

A regido sudoeste, como ocorre em boa parte do planalto ocidental paulista,
também era coberta, antes da coloniza¢do, por um mosaico de cerrado e floresta
estacional semidecidual. As florestas foram quase integralmente desmatadas,
restando geralmente remanescentes em areas de preservagdo permanente como

matas ciliares ou encostas (IF, 2011).

Por conseguinte, a cobertura vegetal nativa dessas regides compreendia a
formacéao de florestas e cerrado, porém ao longo dos anos a vegetacéo do estado de
Séo Paulo foi sendo alterada, em conseqiéncia da agdo humana.

A ocupacéo do Cerrado iniciou-se no século XVIII para a exploragdo mineral e
teve novo impulso a partir da década de 1950, para a implantacdo de projetos de

pecuaria e de agricultura. O cerrado ja ocupou 14% do territorio paulista e ocupa
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hoje cerca de um por cento, sendo que apenas a metade da area remanescente
encontra-se protegida em unidades de conservacdo (DURIGAN et al, 2006). A
destruicdo do Cerrado foi de certa forma, seletiva, pois priorizou as areas mais
adequadas a agricultura. No entanto, com o0s avang¢os tecnologicos que
possibilitaram a ocupacéao de terras anteriormente consideradas ndo aptas para esse
uso, a destruicdo do cerrado acelerou-se e expandiu-se por toda sua area de
dominio nas ultimas décadas, despertando preocupacéo e desencadeando esforcos

destinados & implementacido de politicas que promovam sua conservacdo (SAO
PAULO, 1997; CAVALCANTI; JOLY, 2002; IF, 2011).

Quanto a Mata Atlantica, a mesma perdeu 92,5% de sua cobertura original
nos ultimos 500 anos e sofreu os impactos gerados pela exploracdo madeireira, pela
conversdo para agropecuaria e pela instalacdo de ndcleos urbanos. Sendo assim,
esta formacao vegetal tem, hoje, significativa proporcédo de espécies ameacadas de
extincdo e dentre as formacdes vegetais que compdem a Mata Atlantica, a Floresta
Estacional Semidecidual pode ser considerada a mais ameacada, restando 280.000
ha ou 7,5% de sua area original (DEAN, 1996).

O Cerrado e a Mata Atlantica estdo pouco representados em Unidades de
Conservacdo no pais como um todo. Estima-se que apenas 1,2% de area do
cerrado estejam protegidos por Unidades de Conservagdao e 2,7% para a Mata
Atlantica. Dados oficiais, referentes exclusivamente a Unidades de Conservacéo
federais, mostram quadro de baixissima representatividade para ambos os biomas
(MYERS et al., 2000).

Além disso, as unidades de conservacdo existentes nao representam
igualmente todas as formacdes vegetais, estando o Cerrado e as zonas de transi¢ao
com a Mata Atlantica em piores condi¢cdes em termos de representatividade. A atual
situacdo da vegetacdo natural remanescente no estado de Sdo Paulo indica que a
reversdo do quadro de baixa representatividade é dificil, especialmente porque o0s
remanescentes de vegetacdo nativa sdo poucos e de pequenas dimensdes (SAO
PAULO, 1998; IF, 2011).

Diante do panorama observado, é de extrema importancia investigar a
situacao das populacdes silvestres remanescentes em Unidades de Conservacao no

estado de S&o Paulo. Logo, em relacdo as areas que compreendem ambas as
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Estacdes Ecologicas, estas estdo inseridas na zona de contato Cerrado/Mata
Atlantica e se caracterizam por serem eco6tonos, ou seja, regiées de transi¢do entre
dois biomas (IF, 2011; IF, 2014). Entretanto, ao longo dos anos, essas areas
sofreram diferentes impactos com a fragmentacéo de habitat, sendo que a area mais
afetada pelos processos antropicos foi a Estacdo Ecolégica do Noroeste Paulista (IF,
2011; IF, 2014).

A Estacdo Ecologica do Noroeste Paulista (figura 2), situada entre as
coordenadas 220°49" S a 47°23" W, possui uma area de 500 hectares em conjunto
com a Floresta Estadual do Noroeste Paulista. Devido ao histérico de degradacéao do
local, ndo restam fragmentos de floresta madura, especialmente da Estacional e do
Cerraddo e hoje se encontra altamente fragmentada e em contato com areas muito
urbanizadas (IF, 2014). Vale ressaltar que a urbanizacdo e a especulacao imobiliaria
ameacam seriamente a area e apesar de a regido de estudo ser muito pobre de
fragmentos florestais preservados e nao haver muitos estudos sobre a fauna que
restou, os dados mostram que a regidao pode abrigar uma rica diversidade, mesmo
sendo uma area cercada por pastagens, plantacfes e bairros urbanos (PEREIRA et
al., 2015).

Ja a Estacao Ecologica de Santa Barbara (figura 3) conta com 2.712 ha entre
as coordenadas geograficas 22°46’ a 22°41’ S e 49°16’ a 49°10’ W e a maior parte
da area da Estacdo Ecolégica de Santa Barbara € ocupada por vegetacdo nativa,
com poucas evidéncias de perturbacdo antrépica e faz contato, na maior parte de

suas divisas, com pastagens e reflorestamentos (IF, 2011).
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Figura 2. Area aproximada da Estacdo Ecoldgica do Noroeste Paulista e entorno (cidades: S&o José
do Rio Preto e Mirassol). Fonte: MAPS (2017).

Figura 3. Area aproximada da Estacio Ecoldgica de Santa Barbara. Fonte: MAPS (2017).
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3.2. Obtencao das amostras

Para a realizacao do presente estudo, as amostras foram obtidas por meio de
coletas e também por uma amostragem de conveniéncia, na qual as amostras foram
obtidas por meio de parceria com a Policia Ambiental e com o Hospital Veterinario
da UNIRP, de acordo com a ocorréncia e com o atendimento de animais resgatados,
principalmente vitimas de atropelamentos e queimadas. Uma das maiores
dificuldades encontradas no presente trabalho foi a obtencdo de amostras, devido as
caracteristicas do animal (habito solitario, dificil captura, vulnerabilidade a extincéo),
além de todas as questdes burocraticas e permissdes de coleta envolvidas,
principalmente em &reas protegidas.

Ao todo foram analisados 34 individuos, listados na tabela 1. Desta maneira,
23 amostras foram obtidas em parceria com o Hospital Veterinario “Dr. Halim
Atique”, de Sao José do Rio Preto / SP, além de cinco amostras coletadas de
animais do Zooldgico Municipal de S&o José do Rio Preto e de seis amostras

provenientes de coleta realizada na Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara (figura 4).

O projeto seguiu todos os procedimentos éticos necessarios para a boa
pratica de pesquisa e bem estar dos animais e obteve autorizacbes legais dos
Comités de Etica de diferentes Universidades. Este trabalho foi aprovado pelos
Comités de Etica no Uso de Animais — CEUA do Centro Universitario de Rio Preto -
UNIRP (04/2014PP); da Faculdade de Medicina de Sédo José do Rio Preto —
FAMERP (2014/05302-8) e do SISBIO (n° 43854-3).

Para as capturas na Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara (amostras cedidas),
foram obtidas a Licenca de coleta (COTEC 429/2014 D23/2013 PGH, SISBIO
38326-5) e a autorizacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA (n°
003414/13) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV (RIBEIRO et
al., 2016).
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Figura 4. Area total de estudo. Quadrados vermelhos indicam os locais de captura/coleta dos

individuos de M. tridactyla em &reas do interior do estado de S&o Paulo. Fonte: MAPS (2017).
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Tabela 1. Lista contendo informacdes basicas dos 34 tamandués-bandeira utilizados

no presente estudo.

Identificacdo dos espécimes

Local de captura

Ocorréncia

TABO1
TABO2
TABO6
TABO7
TABO8
TAB10
TAB11
TAB12
TAB13
TAB14
TAB15
TAB16
TAB19
TAB20
TAB21
TAB22
TAB23
TAB24
TAB25
TAB26
TAB27
TAB28
TAB29
TAB30
TAB31
TAB32
TAB33
TAB34
TAB36
TAB37
TAB38
TAB39
TAB40
TAB41

Catanduva

Jales

Tanabi

Santa Fé do Sul

Tanabi

Bady Bassit

Mirassol

Mirassol

Séo José do Rio Preto
Séo José do Rio Preto
Mirassol

S&o José do Rio Preto
Aguas de Santa Barbara
Aguas de Santa Barbara
Aguas de Santa Barbara
Aguas de Santa Barbara
Aguas de Santa Barbara
Aguas de Santa Barbara
José Bonifacio
Fernandépolis

José Bonifacio

Mirassol

Votuporanga

Barretos

Bady Bassit

Icém

Tanabi

Novo Horizonte

Sao José do Rio Preto
Fernandépolis

Sao José do Rio Preto
Barretos

Sao José do Rio Preto

Neves Paulista

Atropelamento
Atropelamento
Atropelamento
Atropelamento
Atropelamento
Atropelamento
Atropelamento
Animal higido
Sem informacéo
Sem informacéo
Animal higido
Atropelamento
Coleta/cedida
Coleta/cedida
Coleta/cedida
Coleta/cedida
Coleta/cedida
Coleta/cedida
Atropelamento
Atropelamento
Atropelamento
Animal higido
Atropelamento
Atropelamento
Animal gueimado
Atropelamento
Atropelamento
Atacado por cdes
Coleta/zoologico
Coleta/zoologico
Coleta/zoologico
Coleta/zoologico
Coleta/zoologico

Atropelamento
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3.2.1. SACCAS - Setor de Atendimento Clinico Cirargico de Animais

Selvagens — Hospital Veterinario “Dr. Halim Atique”

Com o grande numero de animais selvagens sendo vitimas de interferéncias
humanas, como atropelamentos e queimadas, e consequentemente necessitando de
atendimento médico de emergéncia qualificado, a equipe do Hospital Veterinario “Dr.
Halim Atique” instituiu, no ano de 2003, o SACCAS (Setor de Atendimento Clinico
Cirargico de Animais Selvagens). Este setor fornece suporte para a Policia Militar
Ambiental do Estado de Sao Paulo e para o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis), por meio do atendimento de
emergéncia, recuperacao e reabilitacdo de animais selvagens, principalmente de
animais atropelados ou ainda, queimados, vitimas de incéndios e queima da cana-

de-acucar, que infelizmente sdo comuns no interior do Estado de Séao Paulo.

O Setor de Atendimento Clinico Cirargico de Animais Selvagens (SACCAS)
atende mais de 90 municipios do Noroeste Paulista, sendo o Centro Universitario de
Rio Preto/UNIRP, o mantenedor e incentivador deste projeto. Nos ultimos anos, o
SACCAS tem atendido cerca de 180 animais por ano, e particularmente para os
tamanduas-bandeira esse niumero tem sido expressivo, tendo em vista que a maioria
das amostras utilizadas no presente trabalho foi obtida por meio da parceria com o
Hospital Veterinario e o SACCAS, cerca de 20 tamanduas bandeira resgatados e
atendidos em aproximadamente trés anos de parceria, sendo que 10 destes animais
foram encontrados nas cidades que fazem limite com a Estacdo Ecolégica do
Noroeste Paulista. A média de tamanduas-bandeira atendidos no Hospital

Veterinario pelo SACCAS é de um animal a cada dois meses (0,55 / més).

Como procedimento padrdo no atendimento dos animais feridos, sao
realizados exames clinicos e laboratoriais, que atestam o estado de saude geral dos
mesmos. Do restante do sangue colhido para as analises, e que nao for utilizado
para a realizacdo de exames, uma pequena amostra (entre um e cinco mililitros) foi
acondicionada em frasco plastico, contendo etanol a 95% e armazenado a -20° C,

para extracdo do DNA.
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3.2.2. Zoolbgico Municipal de Sdo José do Rio Preto

O Zoologico Municipal de S&o José do Rio Preto, mantido pela Prefeitura
Municipal de S&o José do Rio Preto, abriga atualmente cinco tamanduas-bandeira,
sendo quatro animais que foram encontrados e encaminhados ao Zoologico pela
Policia Ambiental de Sado José do Rio Preto e Fernandopolis, e um filhote nascido

em cativeiro.

Para a realizacdo da coleta, foi feita a contencdo mecanica e quimica dos
animais (figuras 5, 6 e 7), de acordo com protocolo realizado pelo médico veterinario
responsavel e foi utilizado o anestésico dissociativo ZOLETIL 50® (Tiletamina 125
mg e Zolazepam 125 mg). Para o procedimento, foram utilizados 0,5 ml do sedativo
para cada 10 kg de peso do animal para a sedacdo leve. Foram coletados entre
cinco e dez mililitros de sangue via veia jugular e os animais foram observados apos
0s procedimentos para garantir que nao houvesse danos indiretos causados pela
sedacdo. Parte do material foi enviada para analises soroldgicas, a fim de verificar

as condicdes de saude dos animais.

3.2.3. Estacédo Ecoldgica de Santa Béarbara

As amostras da Estacdo Ecologica de Santa Barbara sdo provenientes de
coleta na area por campanhas de captura, realizada por grupos de pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Universidade Estadual Paulista de
Jaboticabal (FCAV-UNESP) e disponibilizadas pela Profa. Dra. Adriana Coletto e
colaboradores (RIBEIRO et al., 2016; BERTASSONI et al., 2017). Segundo Ribeiro
et al. (2016), foi realizada a contencéo fisico-quimica para captura do animal
(ketamina 10 mg.kg-1, midazolam 0,5 mg.kg-1 e xilazina 0,5 mg.kg-1) e a
guantidade de anestésico injetado foi baseada no peso aparente no momento da
captura (MIRANDA et al., 2006). Apds a completa sedacéo foram coletados entre um
e dez mililitros de sangue periférico, e uma porcéo de pelos dorsais contendo bulbo

capilar.



Figura 7. Apds sedacao leve, foram coletadas as amostras de sangue, via veia jugular.
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3.3. Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido utilizando-se o kit QlAamp DNA (QIAGEN), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Apés a extracdo, o DNA gendmico foi
quantificado no espectrofotdometro EPOCH (BioTek) para a determinacdo da

concentracéo e qualidade do DNA.

3.4. Marcadores moleculares

No presente estudo foram utilizados seis pares de oligonucleotideos
microssatélites especificos (Sigma-Aldrich), desenvolvidos para M. tridactyla em um
estudo pioneiro realizado por Garcia et al. (2005). As sequéncias dos

oligonucleotideos e suas especificacdes encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Oligonucleotideos microssatélites especificos desenvolvidos para a
espécie M. tridactyla (GARCIA et al., 2005).

Loco Motivo Iniciadores Ta (°C) Tamanho (pb)

MtriUSP 04 (gt)09 5'GGGTCAGATATCCTAATGGG3 61 158
5TGTCTTCTTTACTCAGTGCTCC3’

MtriUSP 07 (gt)42 5 AGGAGGATAAGATTAGGCAG3 62 274
5TGTGTCCTGTGAAGTAATGGY

MtriUSP 11 (gt)15 5TGTCTCTGTGTTAGGGTTCTTC3 59 174
5TCACCTTCATTGGAGCTTC3

MtriUSP 13  (gt)14 5 CTGCTCAGGTAACATTCC3’ 57 223
5TGGTAAAGAATGAGGTCZ

MtriUSP 17 (gt)20 5'CCCAGAATGAACTTACTTGYZ 55 191
5ACTGGCAACTTGTTGTTGZ

MtriUSP 20 (gt)14 5 CTTTCCTCATATCTCCCTG3’ 55 157

SCTATATGCTTGCCTTTGGS
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3.5. Genotipagem manual e condi¢cdes de amplificacao

A amplificacdo dos fragmentos de DNA microssatélites foi realizada por PCR
convencional. ApOs a padronizacao técnica e amplificacdo dos fragmentos de DNA
por cPCR, os produtos foram visualizados por meio de eletroforese em gel de
agarose especial de alta resolucéo a 3% (MetaPhor®), utilizando-se o corante Sybr
Safe® (invitrogen) e o marcador de peso molecular DNA ladder de 100 pares de

base (ThermoFischer Scientific).

A agarose de alta resolucéo é indicada para a separagcado e genotipagem de
fragmentos microssatélites, pois permite separar fragmentos de DNA que diferem
em tamanho em 2%, fornecendo duas vezes a capacidade de resolugéo da agarose
comum, semelhante a separacdo de fragmentos por gel de poliacrilamida (LONZA,
2007). Devido a eficiéncia na amplificacdo e separacéo de fragmentos, a agarose de
alta resolucdo é utilizada para a genotipagem de fragmentos, incluindo os
fragmentos microssatélites, em diferentes estudos (KUSUKAWA; WRITE, 1997;
ORDOVAS, 1998; ASIF et al., 2008; CHENG et al, 2015).

Além disso, utilizando protocolos de execucdo rapida, a separacdo dos
fragmentos de DNA pode ser resolvida em apenas uma hora, em um formato de gel
horizontal ou vertical de 20 cm de comprimento. Os géis de agarose de alta
resolucao apresentam vantagens como a maior rapidez na preparacédo do gel, menor
tempo da corrida eletroforética e menor toxicidade, em comparacdo aos geéis de
poliacrilamida (LONZA, 2007).

Para a eliminacdo de artefatos e bandas inespecificas, foram testadas
diferentes condicdes de reacdo e para otimizar as amplificacdes, foi realizada a
padronizacao por gradiente, utilizando como parametro a temperatura de melting de
cada iniciador. Desta forma, foi possivel identificar a temperatura de anelamento
ideal para cada oligonucleotideo. Foram necessarios ajustes nas concentracoes dos
reagentes de acordo com cada iniciador e para as amostras com baixa concentracao
de DNA, foi utilizado o reagente REPLI-g Mini Kit (QIAGEN) para replicagcdo do
material gendmico. Vale ressaltar que houve dificuldades para eliminar bandas
inespecificas e rastros na revelacdo dos geéis, porém as bandas inespecificas foram

eliminadas realizando-se repeticdes nas PCRs e eletroforeses.
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As amplificacdes foram realizadas em termociclador Veriti, modelo 9700 e em
um volume total de 25 uL, contendo ~50 ng/ uL de DNA (2 pL), 1 uL do iniciador
forward, 1 ul do iniciador reverse, 12,5 uL de Gotaq® Master Green Promega e

8,5uL de agua ultra pura.

As condicbes de amplificacdo foram adaptadas de Garcia et al. (2005):
desnaturacao de 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de: 95°C por 50 segundos cada, 50
segundos para anelamento do iniciador (com a temperatura especifica para cada
iniciador, entre 55 e 62°C), 72°C por 1 minuto, e uma etapa adicional de extenséo de

72°C por 10 minutos.

Os padrdes de fragmentos que cada iniciador produziu, em cada combinacao
de fatores, foram inspecionados visualmente, sendo observadas a qualidade e a
intensidade dos fragmentos. A amplificacdo por cPCR, a eletroforese e a
genotipagem de cada iniciador foram realizadas independentemente e repetidas
para minimizar os erros. Ap0s a padronizacdo dos protocolos moleculares, foi
possivel a amplificacdo, separacdo dos fragmentos e obtencdo de imagens de
qualidade dos géis. Posteriormente, os resultados das amplificacbes foram

fotodocumentados para a genotipagem manual (figura 8).

Figura 8. Fotodocumentagdo de um dos fragmentos microssatélites analisado, de 274pb - MtriUSPQ7,
ilustrando a separagédo dos fragmentos. Identificagdo de cinco heterozigotos (01 a 05) e a presenca

de um homozigoto (06). M: Marcador molecular de 100 pares de base (pb), C: Controle negativo.
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3.6. Genotipagem automatizada e condi¢cdes de amplificacao

Além da genotipagem manual em gel, foi realizada a genotipagem
automatizada para os mesmos fragmentos microssatélites, a fim de comparar e

validar os resultados encontrados com a genotipagem manual.

Esta técnica de genotipagem baseia-se na determinacdo do tamanho de
fragmentos amplificados por PCR, utlizando iniciadores marcados com
fluorescéncia. Apés a PCR, os fragmentos sdo submetidos a uma eletroforese
capilar, em sequenciador automatico de DNA e o uso de
diferentes fluorescéncias permite a analise varios fragmentos (locos) ao mesmo
tempo (APPLIED, 2012).

Como a leitura do tamanho dos alelos no gel é realizada visualmente, alelos
de tamanhos proximos podem ser equivocadamente considerados apenas um alelo,
portanto a andlise dos fragmentos em sequenciador automatico de DNA é mais
precisa em comparacdo a analise em gel de agarose de alta resolucdo ou
poliacrilamida (GUPTA et al., 2010; GOULART et al., 2011).

A metodologia para a realizacdo da eletroforese capilar consiste inicialmente
na realizagdo de uma PCR utilizando-se iniciadores marcados com fluorescéncia.
Para isso, foi utilizado o método da cauda universal M13 marcada com fluor6foro
(OETTING et al., 1995; SCHUELKE, 2000). A técnica da cauda fluorescente consiste
na marcacao dos fragmentos de PCR com fluoréforos presentes em um iniciador
universal (“‘cauda” M13).

Nesta técnica, apenas o iniciador forward é sintetizado com a adicdo de
sequéncia do iniciador universal (M13), que corresponde a chamada cauda,
sintetizada com fluoréforo. Ou seja, cada marcador foi sintetizado de acordo com a
técnica da cauda fluorescente, adicionando-se a cauda M13 de 18 pb de sequiéncia
5TGTAAAACGACGGCCAGT-3, na extremidade 5 do iniciador forward dos
marcadores (GOULART et al., 2011).

A amplificagéo por PCR é, portanto, realizada com trés iniciadores: o forward
contendo a sequéncia complementar a cauda M13, o iniciador reverse e o iniciador
M13 marcado com fluorescéncia. A PCR entdo ocorre em duas etapas (SCHUELKE,

2000). Na primeira, os fragmentos sao amplificados de forma usual e, na seqiiéncia,
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sao incluidos ciclos adicionais de amplificacdo, com o objetivo de inserir o iniciador
M13 marcado com os fluoréforos nos fragmentos amplificados pelos ciclos anteriores
(SCHUELKE, 2000).

As amplificagdes foram realizadas em um volume total de 17,2 uL, contendo
~50ng de DNA (1 L), 0,2 uL do iniciador forward, 0,4 uL do iniciador M13 marcado
com fluoréforo, 0,6 uL do iniciador reverse, 5 yL de Gotag® Colorless Master Mix
Promega e 10uL de &gua ultra pura. A amplificacdo dos fragmentos para a andlise
capilar foi realizada por meio de protocolo Touchdown (TDPCR), utilizado para
aumentar a sensibilidade da amplificacéo e diminuigao de picos inespecificos “stutter
peaks” (KORBIE; MATTICK, 2008).

As condi¢cbes de amplificacdo nas reacdes foram: desnaturacdo a 95°C por 2
minutos, 12 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 40 segundos para anelamento do iniciador
(protocolo Touchdown, com temperaturas variando de 64 a 53°C, diminuindo um
grau por ciclo), 72°C por 30 segundos e mais 25 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 52°C
por 40 segundos, 72°C por 30 segundos e extensdao final de 72°C por 5 minutos.

As amostras foram visualizadas em gel de agarose 3% para confirmacao das
amplificacBes e apds as padronizacdes, a identificacdo dos fragmentos foi realizada
em seqguenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems), no laboratério Helixxa.

Para a corrida de eletroforese capilar no sequenciador 3500 Genetic Analyzer,
foi utilizado o Dye Set DS 33 - GeneScan 500 Liz, para a combinacao de iniciadores
marcados com 6-FAM, VIC, NED e PET e como marcador de peso molecular
compativel o GeneScan 500 Liz (Applied Biosystems). O marcador de peso
molecular GeneScan 500 Liz cria uma curva para cada capilar analisado, gerando
uma andlise individual e precisa, 0 que aumenta a precisdo da analise em
comparacdo ao padrédo de marcador de peso molecular (ladder) utilizado em
eletroforese em gel. Por isso, a andlise de eletroforese capilar automatizada permite
a deteccado de alelos com apenas uma base de diferenca com grande seguranca e
confiabilidade (DAVID et al., 1993; GOULART et al., 2011).

O iniciador M13 foi sintetizado com a adi¢cdo dos fluoréforos 6-FAM (azul),
VIC (verde) e PET (vermelho), para permitir a leitura por laser do sequenciador e as
reacoes dos seis marcadores microssatélites foram organizadas em dois grupos,

com base nos tamanhos de fragmento esperados.
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O primeiro grupo corresponde aos iniciadores MrtiUSP04 (158pb), MtriUSP0O7
(274 pb), MtriUSP11 (174 pb) marcados respectivamente com os fluoréforos 6-FAM,
PET e VIC, na cauda M13. No segundo grupo estéao os iniciadores MtriUSP 13 (223
pb), MtriUSP 17 (191 pb) e MtriUSP20 (157 pb) marcados respectivamente pela
cauda M13 fluorescente, também com os fluoréforos 6-FAM, PET e VIC.

Os resultados e os tamanhos dos picos foram analisados por meio do
programa computacional GeneMapper® 4.1 (Applied Biosystems) e durante as
analises foram verificados componentes de qualidade para cada uma das amostras
e para 0s genotipos associados as amostras (figura 9a-b). A verificacdo da qualidade
dos picos, a analise dos eletroferogramas e a correta identificacdo dos alelos na
presenca de fragmentos ndo inespecificos amplificados sdo extremamente
importantes para uma interpretacédo confiavel dos dados microssatélites (ARIF et al.,
2010). Os fragmentos apresentaram tamanho maior em relacdo ao tamanho
referente aos marcadores originais, devido a adicdo da cauda M13 incluida no
iniciador, mas também correspondem ao tamanho esperado para este marcador

com base na informacéo referente ao seu desenvolvimento (GARCIA et al., 2005).
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Figura 9a-b. Genotipagem no programa GeneMapper®. Durante as andlises sdo verificados
componentes de qualidade para cada uma das amostras e os quadrados verdes indicam que a
gualidade da andlise foi alta ou satisfatéria (a). Imagem de um dos fragmentos analisados, marcado
com o fluoréforo 6-FAM (azul), mostrando o tamanho dos picos gerados pela analise (b). Identificagcao

de um individuo heterozigoto (dois picos) e de um homozigoto (um pico) para o loco MtriUSP04.
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3.7 Andlises estatisticas

A partir da interpretacdo dos géis, foram obtidos os gendtipos dos individuos,
0s quais foram utilizados para a criagdo de matrizes binarias, de acordo com a
posicdo dos alelos para as analises computacionais com diferentes recursos. Existe
uma extensa base matematica para analisar a variabilidade genética e a estrutura
populacional por programas estatisticos que permitem a utilizacdo de diferentes

modelos e analises de cenarios variados (GREENBAUM, 2014).

Desta maneira, foram realizadas analises para estimar a diversidade genética,
distancias genéticas, diferenciacdo genética, niveis de fluxo génico, estrutura
populacional, migracdo, entre outros parametros. Foram realizadas anélises com e
sem informacdes a priori, para entender as dinamicas populacionais das populacdes

de tamandua-bandeira a nivel local.

A diversidade genética foi caracterizada a partir dos seguintes indices:
riqueza alélica ou numero médio de alelos por loco e heterozigosidade observada e
heterozigosidade esperada, segundo as proporcbes do equilibrio de Hardy-

Weinberg.

O parametro mais utilizado para medir a diversidade dentro das populacdes é
a heterozigosidade esperada, ou a diversidade de genes, definida por Nei
(1972) como a probabilidade de que dois alelos escolhidos aleatoriamente da
populacdo sejam diferentes. A diversidade alélica é um critério alternativo para
medir a diversidade genética, e este parametro pode ser o mais relevante em
programas de conservacdo, uma vez que um elevado namero de alelos implica uma
fonte de variacdo de loco Unico para caracteristicas importantes (SETHURAMAN,

2013).

Os métodos mais popularmente utilizados nas andlises para quantificar a
diferenciacdo genética entre populacdes estdo baseados na estatistica F de Wright
(1965), uma medida padronizada do grau de diferenciagcdo genética entre as

populacoes.

Nas estatisticas F, sdo utilizados trés coeficientes: o coeficiente de

endogamia (Fit), que é a correlagdo entre genes dentro de individuos da mesma
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populacdo, o coeficiente de coancestralidade (Fst), que € a correlacdo entre
individuos dentro da mesma subpopulagéo e a correlagéo entre genes em individuos
dentro das subpopulacdes (Fis). As estatisticas F também possuem diferentes
definicbes analogas (WHITLOCK, 2011).

A definicdo mais geral de F é a proporcao da reducdo da heterozigosidade
comparada a uma populacdo em equilibrio de Hardy Weinberg. O valor teorico
de Fstvaria de 0 a 1 e utilizam-se os parametros do guia qualitativo proposto por
Wright para classificar os niveis de diferenciacdo populacional em baixo (0 — 0,05),
moderado (0,05 — 0,15), alto (0,15 — 0,25) e muito alto (> 0,25) (SETHURAMAN,
2013).

As estatisticas F também sao utilizadas para realizacdo de outras analises.
Como por exemplo, para quantificar o fluxo génico pela relacdo entre Fst e o nUmero
de migrantes por geragdo (Nm) (SLATKIN, 1993). Métodos de agrupamento
bayesiano foram utilizados para a realizacdo das andlises e identificacdo de
agrupamentos populacionais. Desta forma, as analises de diversidade genética de
estrutura populacional também foram calculadas a partir de agrupamentos

bayesianos com base nos genatipos dos individuos.

Métodos tradicionais para caracterizar a diferenciagdo genética entre
populacdes sao feitos por meio de agrupamentos dos individuos a priori, ou seja, 0S
calculos sao feitos levando em consideracdo apenas a posicado geografica de cada
populacdo. Porém, o agrupamento dos individuos em populacdes geogréaficas pode
diminuir o poder das analises para elucidar processos biolégicos, podendo levar a
estratégias de manejo ou conservacao nao adequadas (LATCH et al., 2006).

Sendo assim, métodos de agrupamento bayesiano podem determinar a
origem de individuos desconhecidos e delinear populacdes, baseado no conceito de
que individuos da mesma populacdo terdo genoétipos mais parecidos do que
individuos de uma populacéo diferente (CORNUET et al., 1999; MANEL et al., 2002).
Ou seja, 0 método de agrupamento bayesiano evita algumas limitacdes, pois
decompde uma amostra de individuos em grupos geneticamente distintos sem
caracterizacdo de populacdes a priori. Este método tem sido reconhecido como uma
ferramenta poderosa no estudo de populagbes em amostras de individuos de grupos
geneticamente distintos (MANK; AVISE, 2004).
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A alternativa da utilizacdo desta analise é justificada devido a robustez do
método e sua capacidade em diferenciar grupos nos quais os alelos ndo séo
extremamente diferentes. Isso a torna adequada para muitos estudos de
conservacao, sendo a melhor alternativa para estudos locais, com quantidade
reduzida de amostras, como em estudos de conservacdo envolvendo espécies
ameacadas. Além disso, trabalhos j& realizados demonstram sua eficiéncia na
aplicacdo em analises de conjunto de dados genotipicos de organismos “nao
modelos”, com amostragem menor que as utilizadas em estudos de organismos
“‘modelo” (MANK; AVISE, 2004; LATCH et al., 2006).

Estudos demonstraram que, apesar de baixos nUmeros amostrais diminuirem
o desempenho dos programas computacionais, o0 método bayesiano é o0 mais
adequado pela eficiéncia em inferir corretamente o numero de subpopulacbes

(EVANNO et al., 2005).

No presente estudo, as andlises de estrutura populacional para identificacdo
dos padrdes genéticos das populacdes e de agrupamentos populacionais ao longo

da area foram realizadas por diferentes abordagens estatisticas.

A primeira consiste nas andlises realizadas em nivel individual, com todos os
individuos amostrados, desta forma, evitou-se a perda de informac¢fes individuais
importantes. A outra abordagem refere-se a andlise populacional apenas com as
duas populacbes das Estacdes Ecoldgicas, bem definidas geograficamente, para
evitar extrapolar os dados inseridos nos programas devido a amostragem. Esta
abordagem permitiu verificar os resultados gerados, pois possibilita a otimizacédo das
analises dos programas computacionais (EVANNO et al., 2005; LATCH et al, 2006).

O objetivo da utilizacdo de diferentes estatisticas e métodos de analise é
reconhecer a provavel identidade populacional de cada individuo, utilizando os
organismos individuais como unidade de andlise e para que a informacgédo genética
individual n&o seja perdida, fator fundamental no estudo de animais vulneraveis ou
ameacados de extincdo (MANK; AVISE, 2004).
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3.8 Recursos computacionais e modelos estatisticos

As analises de diversidade genética foram feitas utilizando o programa
computacional TFPGA 1.3 (Tools For Population Genetic Analyses; MILLER, 1997),
para calcular os desvios de equilibrio de Hardy-Weinberg com testes exatos e Qui
quadrado (HALDANE, 1954), distancia genética (NEI, 1972), frequéncias alélicas,
heterozigosidade média (observada—Ho e esperada—He), porcentagem de locos
polimérficos e calcular as estatisticas F de Wright (1965). O programa GENEPOP
4.2 (RAYMOND; ROUSSET, 1995) também foi utilizado, para calcular o nimero de
migrantes por geracao, pelo método de alelos privados (BARTON; SLATKIN, 1986).

A caracterizagcdo da estrutura populacional e a identificacdo de grupos
populacionais para os individuos amostrados foram realizadas utilizando os
programas computacionais STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000) e GENELAND 4.0.8 do pacote R 3.4.2 (GUILLOT; MORTIER,;
ESTOUP, 2005), sem dados “a priori”. Ou seja, ndo foram informadas as populacdes
e, além disso, os individuos foram analisados separadamente pelos programas, que
verificam por uma abordagem bayesiana (MCMC: Cadeia de Markov Monte Carlo),
qual agrupamento populacional (cluster) é estatisticamente o mais provavel para

cada individuo, com base nos genétipos de cada espécime (POMETTI, 2014).

O programa computacional STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000) foi o primeiro passo para examinar a estrutura populacional em
uma amostragem baseada em niveis individuais (PORRAS-HURTADO et al., 2013).

Os resultados gerados pelo STRUCTURE 2.3.4 foram inseridos no programa
STRUCTURE HARVESTER (EARL, VONHOLDT,; 2012), para inferir qual dos
valores de k (clusters) melhor representa os dados pelo método de Evanno
(EVANNO et al., 2005), fornecendo uma maneira rapida de avaliar e visualizar
valores de probabilidade em multiplos valores de k e centenas de interacbes para
facilitar a deteccdo do numero de grupos genéticos que melhor se adéquam aos
dados. Posteriormente, utilizamos o servidor CLUMPAK: Cluster Markov Packager
Across K (KOPELMAN et al., 2015), um método que automatiza 0 poOs-
processamento de dados, identificando o modelo mais adequado gerado pelo
STRUCTURE. Os parametros utilizados nas analises do STRUCTURE 2.3.4 foram:
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10.000 passos de burn-in e 20.000 repeticdes de MCMC, 25 iteragbes por corrida e

diferentes probabilidades (de um a dez), para a ocorréncia de populagdes.

Para avaliar a estrutura espacial das populagcbes e comparar com 0s
resultados do STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et at., 2000), foi utilizado outro
programa, o GENELAND 4.0.8 (GUILLOT; MORTIER; ESTOUP, 2005). A analise foi
realizada com 100.000 iteracdes, 100 thinning e 200 burn in, de acordo com o
manual do programa. Neste programa, além dos gendétipos, foram inseridas as
coordenadas geogréficas, para gerar informacdes sobre a area de probabilidade de
associacdo para individuos ou populacdes no espaco, permitindo assim a andlise da
estrutura espacial e verificacdo da correlacédo entre as descontinuidades genéticas e
as descontinuidades da paisagem.

Para verificar a estrutura das subpopulacdes e realizar andlises hierarquicas,
foi utilizado o programa computacional ARLEQUIN 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010) por meio da Analise de Variancia Molecular (AMOVA), a fim de elucidar a
distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre as populagbes. A AMOVA é
uma classe de medidas andlogas a estatistica F, designada estatistica 6, que
considera niveis hierarquicos de diferenciacdo populacional: a andlise entre grupos
(FCT); entre populagcdes dentro de grupos (FST); e dentro das populacdes (FSC).
Para realizar uma anadlise hierarquica, foi necessario agrupar as populacdes,
atribuindo numeros diferentes para cada grupo (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO,
1992; TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

Além disso, no programa ARLEQUIN 3.5 também foram calculados os niveis
de diversidade genética e gerados gréaficos utilizando as fungbes do pacote R (R-
lequin), de acordo com o manual do programa (R CORE TEAM, 2013).

Assim, este conjunto de analises estatisticas utilizando diferentes recursos
computacionais, permitiu o estudo de organismos individuais como unidades de
analise e de populacdbes bem definidas geograficamente, possibilitando a
identificacdo da estrutura e da diversidade genética das populacdes de tamanduas-

bandeira em uma regiao altamente fragmentada do estado de S&o Paulo.
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4. RESULTADOS

4.1 Eficiéncia dos marcadores microssatélites

A partir das genotipagem manual e da genotipagem automatizada dos
fragmentos microssatélites e das andlises estatisticas, foi possivel obter dados
acerca da variabilidade genética e estrutura populacional atual das popula¢gbes de
Myrmecophaga tridactyla, nas regides noroeste e sudoeste do estado de Séao Paulo,

evidenciando a eficiéncia dos marcadores microssatélites utilizados.

Nossos resultados, gerados a partir de diferentes técnicas de genotipagem,
indicaram que as populacdes de M. tridactyla apresentam baixo fluxo de genes e
estruturacdo populacional. Por outro lado, encontramos caracteristicas que sao
incomuns em populacdes pequenas e fragmentadas, uma vez que estas populacées
apresentaram alta diversidade genética, apesar da intensa fragmentacdo de habitat
e baixa capacidade de dispersao da espécie.

4.2 Andlise da estrutura populacional

As analises bayesianas realizadas para a identificacdo de agrupamentos
populacionais no programa STRUCTURE 2.3.4 e o pds-processamento utilizando os
recursos computacionais STRUCTURE HARVESTER e CLUMPAK, permitiram a
avaliacdo da estrutura das populacdes. Os resultados apresentados correspondem
as andlises populacionais feitas tanto a partir da matriz da genotipagem manual,

como da genotipagem capilar automatizada.

Os modelos gerados identificaram trés agrupamentos populacionais (figuras
10a-b e 1la-b) e revelaram estrutura populacional bem definida na populacdo da
Estacdo Ecolégica de Santa Barbara em relacdo aos demais agrupamentos
populacionais identificados (figura 12a-b).
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Figura 10a-b. Gréficos gerados no programa STRUCTURE HARVESTER ap6s a analise no
STRUCTURE, a partir da genotipagem manual (a) e da genotipagem automatizada (b). llustrando a
identificacdo de trés agrupamentos populacionais (K=3) pelo método de Evanno, por meio da
estimativa do maior valor de Delta K (EVANNO et al., 2005).
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Delta K
1.084664
1.423404
0.126597
0.492590
0.247919
0.494872
0.242042
0.044575

Delta K
0.816004
0.982631
0.757006

Figura 11a-b. Tabelas referentes aos valores calculados pelo programa STRUCTURE HARVESTER,

a partir da genotipagem manual (a) e automatizada (b). ldentificacdo dos trés agrupamentos

populacionais, de acordo com o maior valor de Delta K (EVANNO et al., 2005).
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Figura 12a-b. Resultado ap0s o processamento automatico dos dados, no servidor CLUMPAK
(KOPELMAN, 2015), pela genotipagem manual (a) e pela genotipagem automatizada (b). Barras de 1
a 10: animais do entorno da Estacdo Ecoldgica do Noroeste Paulista. 11 a 28: demais animais do

Noroeste Paulista. 29 a 34: animais da Estag@o Ecoldgica de Santa Barbara (em vermelho).
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O resultado da anadlise de estrutura espacial pelo programa computacional
GENELAND, com todos os individuos amostrados, também indicou a presenca de
trés agrupamentos (figuras 1l4a-b e 15a-b). O modelo gerado corroborou os
resultados anteriores obtidos no programa STRUCTURE, tanto com a matriz gerada

pela genotipagem manual, quanto pela automatizada.

As imagens dos mapas gerados podem ser analisadas e correlacionadas com
imagens de satélite da area, permitindo observar as desconectividades genéticas em

relacdo as caracteristicas da paisagem (figura 13).

A andlise de estrutura espacial permitiu identificar os agrupamentos ao longo
do ambiente e também observar a probabilidade dos individuos de pertencerem aos
agrupamentos ou areas, de acordo com o gendtipo e coordenada geogréafica de
cada individuo. Foi possivel verificar as dindmicas populacionais relacionadas as
caracteristicas geograficas (figuras 16a-b-c e 17a-b-c). Assim, a utilizacdo de
diferentes programas de estrutura populacional foi fundamental para esclarecer as
dindmicas e para fornecer dados auxiliares para o estudo dos efeitos da
fragmentacao de habitat sobre as populacdes de M. tridactyla.
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Figura 13. Esquema comparando uma imagem de satélite da area e um dos mapas gerados pelo
programa GENELAND. O programa computacional relaciona o gendétipo dos individuos e sua
localizacdo geogréfica, permitindo assim uma andlise espacial para identificar se h4 agrupamentos
populacionais ao longo do ambiente e se existem desconectividades genéticas em relacdo as
caracteristicas da paisagem. Pontos pretos indicam os locais dos animais ou populagfes amostradas
e diferentes cores indicam as probabilidades dos individuos pertencerem a determinada area ou
agrupamento, ou seja, regides de alta (amarelo claro) a baixa (vermelho) probabilidade posterior de
pertencimento a area. As linhas de contorno representam a mudanca espacial na probabilidade de

atribuicdo da populacéo.
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Figura 14a-b. Resultado da genotipagem manual (a) e automatizada (b). Identificacdo de trés
agrupamentos pelo programa computacional GENELAND, em concordancia com os dados
preliminares do STRUCTURE. A maior barra demonstra o nUmero de agrupamentos populacionais
identificados (k=3).
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Figura 15a-b. Mapas gerados pelo programa GENELAND, a partir da matriz de genotipagem manual
(a) e automatizada (b). Pontos pretos correspondem a localizagdo geografica dos individuos e
populacdes amostradas. Cada cor no mapa indica um agrupamento distinto, estimado com base nos

genotipos dos individuos.
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Figura 16a-b-c. Mapas de atribui¢éo individual gerados no GENELAND, a partir da genotipagem
manual. Probabilidade posterior de pertencimento aos grupos um, dois e trés. Pontos pretos indicam
as coordenadas dos locais amostrados. Cores indicam as regides de alta (amarelo claro) a baixa

(vermelho) probabilidade posterior de pertencimento a &rea ou ao agrupamento e as linhas de

contorno representam a mudanca espacial na probabilidade de atribuicdo da populacao.
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Figura 17a-b-c. Mapas de atribui¢céo individual gerados no GENELAND, a partir da genotipagem
automatizada. Probabilidade posterior de pertencimento aos grupos um, dois e trés. Pontos pretos
indicam as coordenadas dos locais amostrados. Cores indicam as regifes de alta (amarelo claro) a
baixa (vermelho) probabilidade posterior de pertencimento a area ou ao agrupamento e as linhas de

contorno representam a mudanca espacial ha probabilidade de atribuicdo da populacéo.
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Adicionalmente, foi realizada a analise apenas com as populacbes das
EstacBes Ecoldgicas, ou seja, populagdes bem definidas geograficamente. A anélise
das populacbes da &rea da Estacdo Ecolégica de Santa Barbara e da area da
Estacdo Ecoldgica do Noroeste Paulista e seu entorno, que estédo distantes cerca de
300 km, permitiu a comparacdo das respectivas populacdes remanescentes de
tamandua-bandeira. Esta andlise populacional foi essencial para garantir que 0s
dados néo fossem extrapolados, uma vez que a amostragem total foi realizada com
diversos individuos provenientes de diferentes popula¢cdes. Esta analise evidenciou
o isolamento entre as duas populacdes e a desconectividade genética entre as
populacées mais distantes de tamandué-bandeira nesta regido do Estado de Sé&o
Paulo (figuras 18a-b, 19a-b e 20a-b).
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Figura 18a-b. Andlise da estrutura espacial, apenas das popula¢des das Estacbes Ecolbdgicas a partir

da genotipagem manual (a) e automatizada (b). Diferentes cores indicam agrupamentos distintos.
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Figura 19a-b. Mapas de probabilidade posterior referentes a andlise das populacdes das Estagfes

Ecoldgicas pela genotipagem manual.
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Figura 20a-b. Mapas de probabilidade posterior referentes a analise das populacbes das Estacdes

Ecoldgicas pela genotipagem automatizada. Resultados foram corroborados pela analise capilar.
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4.3 Diversidade genética e Equilibrio de Hardy- Weinberg

Para calcular os indices de diversidade genética, as analises foram realizadas
de acordo com a localidade geogréafica das populacbes, com a finalidade de
identificar separadamente a riqueza genética das populacbes das Estacdes
Ecoldgicas e das demais populacdes remanescentes ao longo do Noroeste Paulista.
Assim, foi possivel comparar os indices de diversidade genética das populagcbes de
tamandua-bandeira das Estacdes Ecoldgicas, permitindo avaliar e inferir sobre o
papel das areas protegidas em relacdo a espécie, além de mensurar a diversidade
genética das populacdes presentes ao longo da regido Noroeste do estado de Sao
Paulo.

Todos os locos foram polimorficos e os resultados dos testes exatos e Qui-
guadrado, indicaram desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg em trés dos seis locos
com a genotipagem manual e dois dos seis locos com a genotipagem automatizada.
Em relacdo & diversidade genética, ao considerar a variabilidade alélica, foram
encontrados, no total, 49 alelos a partir da genotipagem manual e 52 alelos pela
genotipagem automatizada e ao verificar os niveis de heterozigosidade, os valores
médios para todas as populacdes foram altos: respectivamente Ho = 0,4825 / He =
0,7847 (genotipagem manual) e Ho = 0,6857 / He = 0,7202 (genotipagem

automatizada).

Os niveis de heterozigosidade (He) e o numero de alelos por populacédo e em
cada loco estdo representados na forma de graficos, demonstrando a alta
variabilidade genética encontrada nas populacdes (figuras 21a-b e 22a-b).
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Figura 21a-b. Gréficos gerados pelo programa ARLEQUIN 3.5 (utilizando as fungdes do R-LEQUIN),
a partir da genotipagem manual (a) e automatizada (b), em relagdo ao nimero de alelos. Cada barra
representa um loco e cada quadrado representa uma populagéo. 1: populacdo do entorno da Estagéo
Ecoldgica do Noroeste Paulista. 2: populagédo correspondente aos demais individuos amostrados ao

longo do noroeste paulista. 3: populacédo da Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara.
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Figura 22a-b. Gréficos gerados pelo programa ARLEQUIN 3.5 (utilizando as fungdes do R-LEQUIN),
a partir da genotipagem manual (a) e automatizada (b), em relacéo aos niveis de heterozigosidade.
Cada barra representa um loco e cada quadrado representa uma populacdo. 1: populagéo do entorno
da Estacao Ecoldgica do Noroeste Paulista. 2: populacdo correspondente aos demais individuos

amostrados ao longo do noroeste paulista. 3: populacao da Estacao Ecolégica de Santa Barbara.



56

4.4 Coeficientes e estatisticas F

As estatisticas F indicaram diferenciacdo moderada entre as populacdes pela
genotipagem manual (Fst = 0,0665) e também pela analise por genotipagem
automatizada (Fst = 0,0798). Porém, apesar dos valores equivalentes encontrados
para o indice Fst, os indices Fit e Fis variaram consideravelmente nas analises

realizadas a partir das diferentes técnicas de genotipagem.

A genotipagem manual revelou a deficiéncia de heterozigotos (Fis = 0,3805) e
a presenca de endogamia (Fit = 0,4216), entretanto a genotipagem automatica
resultou em valores bem mais baixos (Fis = 0,0532 e Fit = 0,1288). Sugerimos que
essas diferencas ocorreram devido a maior especificidade e precisdo da técnica de
genotipagem automatizada e sua capacidade de identificacdo de alelos muito
préximos. Como consequéncia, um maior niumero de individuos heterozigotos foi
obtido, o que levou a diminuicdo dos indices de endogamia e de deficiéncia de
heterozigotos.

Valores de Fst por pares de populacdo também foram calculados e estédo
representados em forma de grafico (figuras 23a-b). A menor diferenciacdo genética
ocorreu entre 0s agrupamentos populacionais geograficamente mais proximos e a
maior diferenciacdo genética ocorreu entre 0s grupos geograficamente mais

distantes.
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Matrix of pairwise Fgy
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Figura 23a-b. Gréficos do coeficiente de diferenciacdo Fst gerados pelo programa ARLEQUIN 3.5
(utilizando as fungbes do R-LEQUIN), a partir de genotipagem manual (a) e automatizada (b),
ilustrando a diferenciagdo genética e indicando menor diferenciagdo genética entre 0s grupos
geograficamente mais proximos. 1: populagao do entorno da Estacao Ecologica do Noroeste Paulista.
2: populagéo correspondente aos demais individuos amostrados ao longo do noroeste paulista. 3:
populagdo da Estacdo Ecoldogica de Santa Barbara. Valores de Fst por par de populagbes sao

indicados pelas cores representadas na barra ao lado.
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4.5 Distancia genética

Os valores de distancia genética revelaram que a distancia genética mais alta
foi observada nas populacdes geograficamente mais distantes, evidenciando a
separacao genética das populacdes das areas referentes as Estacfes Ecologicas
(figura 24a-b).
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Figura 24a-b. Dendogramas UPGMA gerados a partir da genotipagem manual (a) e automatizada (b),
utilizando a distancia de Nei. 1: populagdo do entorno da Estacao Ecoldgica do Noroeste Paulista. 2:
demais individuos coletados no Noroeste Paulista. 3: populagdo da Estacdo Ecoldgica de Santa

Barbara.
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4.6 Numero de migrantes

A relacdo entre Fst e o numero de migrantes por geracdo (Nm) é
freqientemente empregada para quantificar o fluxo génico e o resultado da
estimativa do niumero de migrantes por geracao foi 0,67107 para a genotipagem
manual e 0,36095 para a genotipagem automatizada. De acordo com Slatkin (1993),
o valor menor que um migrante por geracdo (Nm<1) nao é suficiente para contrapor
os efeitos da deriva, o que pode levar a diferenciacdo de populacbes ou

subpopulacoes.

4.7 Anédlise de Variancia Molecular - AMOVA

Para a Analise de variancia Molecular (AMOVA), que considera niveis
hierarquicos de diferenciagcdo populacional, é necessario analisar grupos de
populacdes, atribuindo numeros diferentes para cada grupo desejado. Ou seja, foi
necessario agrupar as populacdbes em dois grupos, para permitir a analise
hierarquica no programa. Para separar as popula¢cdes em dois grupos, utilizamos os
dados moleculares gerados nas analises de estrutura espacial, de acordo também
com as caracteristicas geogréaficas da regido.

O primeiro grupo foi composto pelos individuos pertencentes ao primeiro
cluster, definido pelo programa GENELAND e foram divididos geograficamente em
duas populacdes: 1) populacdo da Estacdo Ecoldgica do Noroeste Paulista e 2)
demais individuos amostrados ao longo do Noroeste paulista. O segundo grupo foi
composto pelos individuos pertencentes ao outros dois clusters: 1) populacdo da
Estacdo Ecoldgica de Santa Barbara e 2: demais individuos pertencentes ao terceiro

grupo (cluster).

Os resultados da Analise de Variancia Molecular (AMOVA) indicaram que a
maior variancia esta contida dentro das populacdes (8st = 0,08188 pela genotipagem
manual e st = 0,12816 pela genotipagem automatizada). Em relacdo aos valores da

variacao entre 0s grupos e entre as popula¢cdes do mesmo grupo (8sc e Bct), houve
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diferencas entre os resultados provenientes das duas técnicas de genotipagem. O

resumo desses resultados encontra-se nas tabelas 3 e 4.

Verificou-se, portanto, que a maior parte da variacdo genética encontra-se
dentro das populacdes (91,8% de acordo com a genotipagem manual e 87,2% com

a automatizada). Todos os valores (p<0,05) foram significativos (tabelas 5 e 6).

De maneira geral, os resultados gerados pela analise da matriz de
genotipagem manual e da matriz de genotipagem automatizada foram semelhantes
em quase todas as andlises, demonstrando que apesar da maior especificidade e
precisdo da genotipagem capilar automatizada, a técnica de genotipagem manual
apresentou-se eficiente e ainda representa uma alternativa de baixo custo em
relagdo a técnica automatizada. Todavia, as analises automatizadas corroboraram e

validaram os dados obtidos pela genotipagem manual, no presente estudo.

Em resumo, os resultados obtidos indicaram pouca migragéo, evidéncia de
isolamento por distancia, estruturacdo populacional e alta variabilidade genética nas

populacdes isoladas.

Tabela 3. Estatisticas F(6) médias e Testes de significancia (genotipagem manual).

indices de fixaco Testes de significancia
6ST: 0,08188 p = 0,00978
8SC: 0,05048 p = 0,04301
6CT: 0,03306 p = 0,04301

Tabela 4. Estatisticas F(8) médias e Testes de significAncia (genotipagem
automatizada).

indices de fixaco Testes de significancia
6ST: 0,12816 p = 0,00000
6SC: 0,03137 p =0,03715

6CT: 0,09992 p=0,01173
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Tabela 5. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) a partir da genotipagem manual.

Fonte da Soma dos Componente Porcentagem
variacao guadrados de variacao de variacéao
Entre grupos 6,188 0,08472 3,30616
Entre populagdes 8,535 0,12509 4,88150
Dentro das pops. 148,187 2,35267 91,81234
Total 165,294 2,56248

Tabela 6. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) a partir da genotipagem capilar

automatizada.

Fonte da Soma dos Componente Porcentagem
variagcao quadrados de variagéao de variagcéo
Entre grupos 8,980 0,24782 9,99204
Entre populacdes 6,361 0,07003 2,82363
Dentro das pops. 126,926 2,16228 87,18433
Total 142,267 2,48012
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5. DISCUSSAO

5.1 Tamandués-bandeira: diferentes genes, diferentes respostas

A diversidade e a variabilidade genéticas encontradas no presente estudo
foram consideradas altas para as populacdes de tamandua-bandeira, em
comparacdo com dados da literatura para esta espécie, indicando que as
populacdes mantiveram alta diversidade genética mesmo em um cenario altamente
fragmentado (COLLEVATTI et al., 2007).

Em relacdo as analises de populacdes de tamandua-bandeira, alguns estudos
ja foram realizados para avaliar as dindmicas populacionais e a variabilidade
genética das populacdes desta espécie (GARCIA et al., 2005; COLLEVATTI et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2016; CLOZATO et al., 2017).

Garcia et al. (2005) desenvolveram os marcadores microssatélites especificos
para a espécie e também analisaram 15 individuos de diferentes regides, inclusive
do estado de Sdo Paulo (sete animais capturados no Parque Nacional de Emas e
oito de espécimes mortos, coletados em estradas nos estados de Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul). A diversidade genética, levando em consideracdo o numero de
alelos e a heterozigosidade média, foi semelhante & obtida em nossos resultados.

Collevatti et al. (2007) estudaram populacdes de tamandu&- bandeira situadas
no Parque Nacional das Emas, utilizando os mesmos marcadores microssatélites
utilizados por Garcia et al. (2005) e concluiram que as populacfes exibiram niveis
muito baixos de diversidade genética (média de alelos = 3; He= 0,482 e Ho= 0,059),

além de um elevado grau de endogamia (Fit =0,879).

Outros estudos utilizando diferentes marcadores moleculares nesta espécie

foram realizados, com genes mitocondriais e nucleares.

Em um estudo filogeogréfico, utilizando sequéncia de DNA mitocondrial e
nuclear, Clozato et al. (2017) verificaram alta diversidade genética na populagcdo do
Parque Nacional das Emas. Por outro lado, a andlise de microssatélites, realizada
por Collevatti et al. (2007) para a mesma populagdo indicou baixa diversidade

genética e altos indices de endogamia. Vale ressaltar que, apesar da diferenca de
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tempo de dez anos entre os dois estudos (COLLEVATTI et al., 2007; CLOZATO et
al., 2017), algumas das mesmas amostras foram utilizadas nos dois trabalhos.

Essas incongruéncias poderiam ser explicadas pelas caracteristicas de cada
marcador, uma vez que 0s microssatélites geralmente possuem taxas de mutacao
mais rapidas que marcadores mitocondriais em mamiferos e detectam mais
claramente eventos recentes, como o gargalo sofrido pela populagdo do Parque
Nacional das Emas, no incéndio ocorrido em 1994 (COLLEVATTI et al., 2007;
CLOZATO et al., 2017).

Ainda segundo Clozato et al. (2017), apesar da diversidade haplotipica
encontrada, valores negativos significativos de D de Tajima indicaram um possivel
cenario de estrangulamentos repetidos ao longo do tempo, seguido de expansdes

durante a recuperacéo da populacéo.

Outro exemplo relacionado as diferencas encontradas em estudos na espécie
de tamandua-bandeira, é o trabalho realizado por Ribeiro et al. (2016) em
populacdes do estado de Sao Paulo, com o gene mitocondrial CytB, onde
verificaram que populacdes desta espécie, no estado de Sao Paulo, mostraram
uniformidade genética, fluxo génico e baixa diversidade haplotipica, como também
nao foi observada estrutura populacional. Estes resultados diferem dos dados
encontrados com os microssatélites no presente trabalho e uma possivel explicacao
€ que o fluxo génico alto encontrado para o CytB pode sugerir que, historicamente,
as populacdes de tamandud-bandeira foram interconectadas e a dispersao feminina
foi um mecanismo provavel que ajudou a conectar as populagdes e fixar genes de

origem matrilinear nestas populagdes (FRANKHAM et al., 2002).

O DNA mitocondrial e os microssatélites possuem altas taxas de mutacéo,
porém as taxas de mutacdo de DNA mitocondrial e dos microssatélites podem variar
consideravelmente, dependendo da espécie e assim deve-se levar em consideracéo
gue em mamiferos, genes mitocondriais geralmente evoluem mais lentamente que
microssatélites. Ou seja, os marcadores mitocondriais podem mostrar uma historia
mais antiga da populagdo, j& os microssatélites nos permitem avaliar impactos
recentes, devido sua rpida taxa de mutacdo em mamiferos, como no caso dos
tamanduas-bandeira (WAN, 2004, ALLIO et al., 2017).
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5.2 Hipoteses evolutivas

Os resultados do presente estudo indicaram a presenca de alta variabilidade
genética nas populagdes, diferenciacdo populacional moderada, baixas taxas de
migracédo, evidéncia de isolamento por distancia e maior variancia génica dentro das

populacdes ou subpopulagdes.

Algumas hipéteses indicam que fatores histéricos possam ter levado a esse
padrdo nas populacdes, devido as misturas aleatérias de populacdes separadas ao

longo do processo de fragmentacéo de habitat (RIDLEY, 2006).

A deriva genética parece ser o fator mais razoavel para explicar os nossos
resultados, uma vez que a baixa taxa de migracao leva a diferengas regionais na
frequéncia génica das subpopulacdes, pois em uma metapopulacdo com populacdes
isoladas, diferentes alelos sdo fixados, aumentando a varidncia entre as
subpopulacdes, devido a deriva genética (RIDLEY, 2006). Outros fatores, como a
selecdo natural, também podem estar contribuindo para este cenario e sugerimos
gue nossos resultados e os padrbes populacionais encontrados poderiam ser
explicados pelo modelo de isolamento por distancia de populacées em desequilibrio
(SLATKIN, 1993).

A subdivisdo espacial, as extingdes locais e recolonizagbes, podem levar a
varios efeitos na distribuicdo da variacdo genética nas populacbes de diversas
espécies e o modelo de isolamento por distancia em populacbes em desequilibrio
geralmente ocorre em ambientes antropizados, onde os fragmentos vazios
raramente sao recolonizados (figura 25). Ou seja, as populacdes locais estao
isoladas em pequenos fragmentos e as extingdes excedem as recolonizacdes,
gerando forte impacto na sobrevivéncia das geracdes das populacbes
remanescentes (HARRISON, TAYLOR, 1997).

O modelo de isolamento por distancia em populagdes em desequilibrio é de
uma expansao de alcance gradual, onde uma subpopulacdo da origem a outra
subpopulacao vizinha e assim por diante, como em um modelo de stepping stones
(alpondras). Esse processo se repete em todas as geracdes, porém, com a
fragmentacdo de habitat e consequente falta de migracdo, as diferencas entre as
subpopulacdes aumentam ao longo do tempo (SLATKIN, 1993). Desta forma, este
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modelo de isolamento por distancia de populacdes em desequilibrio afeta as
frequéncias de alelos em relagdo ao espaco pela deriva genética. Assim, as
proporcdes de diferentes gendtipos nas populages locais levam ao aumento da
variabilidade genética na populacao total, fragmentada em diferentes subpopulacdes
isoladas (GARNIER-GERE, CHICKI, 2013).

Este modelo proposto difere do modelo de isolamento por distancia de
populacbes em equilibrio, onde ha variedade de subpopulagbes com troca de
migrantes entre as subpopulacdes adjacentes. Ou seja, no isolamento por distancia
de populacées em equilibrio, cada subpopulacdo sera quase a mesma, com pouca
variabilidade genética, devido a fatores como o efeito fundador e a migracao,
homogeneizando geneticamente as populacdes (SLATKIN, 1993).

De acordo com o modelo de ilhas introduzido por Sewall Wright (1943), para
descrever o acumulo das diferencas genéticas locais com restrita disperséo
geografica, parte-se do pressuposto da neutralidade, onde ha migracdo e as
populacdes séo infinitas. Dessa maneira, espera-se que o fluxo de genes seja maior
guando as populacdes estdo mais préximas e, como conseqiéncia, as populacées
préoximas deveriam ser mais semelhantes nos locos neutros. No entanto, os niveis
de fluxo de genes ndo dependem apenas da distancia entre as populagdes, mas
também da natureza da paisagem circundante entre as populacdes (TEMPLETON et
al., 2001).

Em conclusédo, no modelo de Isolamento por Distancia de populacbes em
desequilibrio, ha um padrdo de isolamento por distancia, mas com uma grande
variacdo em curtas distancias, o que pode explicar o padrdo encontrado nas
populacdes de tamanduas-bandeira das regides noroeste e sudoeste do estado de

Sao Paulo.
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Figura 25. Esquema ilustrativo da estrutura de populacdes/metapopulacées em desequilibrio (em
vermelho), demonstrando o isolamento por distAncia de populacdes em desequilibrio. Fonte:
Universidade de Idaho [online], 2010. Baseado em: HARRISON, TAYLOR (1997).
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5.3 Fatores bioldgicos e diversidade genética

As andlises do perfil das populagcbes de animais silvestres devem levar em
consideracdo além das caracteristicas genéticas, a historia demogréafica de cada
populacdo, as caracteristicas ambientais e também as questdes biologicas da
espécie (LACY, 1997).

Fatores biologicos podem levar a uma alta variabilidade genética em algumas
espécies com populacbes pequenas, isoladas e ameacadas de extincédo
(DINERSTEIN; MCCRACKEN, 1990). Assim, um fator que parece contribuir para a
manutencado de variabilidade genética em populacdes ameacadas é o longo tempo
de vida e o periodo geracional de algumas espécies, pois animais de vida longa
podem demorar mais para apresentar uma resposta genética clara frente aos
impactos ambientais (HAILER et al., 2006).

Estudos envolvendo mamiferos e aves de vida longa ameacados de extincdo
identificaram alta variabilidade genética em diversas populagfes, inclusive em
populacdes extremamente pequenas e isoladas (DINERSTEIN; MCCRACKEN,
1990; SWART et al,. 1994; TAYLOR et al., 1994; HAILER et al., 2006; TORRES-
FLOREZ et al., 2014; ZAVALA-PARAMO et al., 2017).

Um exemplo classico é o caso dos rinocerontes indianos, que possuem
longevidade estimada em cerca de 30 a 45 anos e que apds um grande gargalo
populacional sofrido pela espécie, a populacdo quase extinta ainda carregava uma
alta diversidade genética (DINERSTEIN; MCCRACKEN, 1990). Ao longo dos anos,
foi verificado que esta ndo era uma populagédo ou espécie excepcional a apresentar
este padrdo populacional. Alguns exemplos de outras populacfes pequenas de
espécies ameacadas e de alta longevidade que apresentaram este padrdo ja foram
descritos na literatura, porém vale ressaltar que estes exemplos podem ser casos
pontuais ou excecdes. Algumas espécies que se enquadram no mesmo caso Sao:
rinoceronte preto, com idade estimada em 30 anos (SWART et al,. 1994); aguias de
cauda branca; 17 anos (HAILER et al., 2006); anta de Baird; 20 a 25 anos (ZAVALA-
PARAMO et al., 2017); o raro marsupial vombate Lasiorhinus krefftii; 25 anos
(TAYLOR et al.,, 1994); baleias azuis, 80 a 110 anos (TORRES-FLOREZ et al.,
2014).
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Hailer et al. (2006) ao analisarem populacdes de aguias de cauda branca na
Noruega, simularam um gargalo populacional de cerca de 20 a 30 anos, que é
equivalente a cerca de duas geracdes de aguias de cauda branca. Desta maneira,
calcularam o declinio da heterozigosidade e da diversidade genética ao longo dos
anos em espécies de vida longa. Para isso, realizaram simulacdes estatisticas
partindo de um numero pequeno de individuos e compararam o declinio da
diversidade genética entre uma espécie de vida longa e uma espécie de vida curta
(figura 26). Nas simulacdes, os resultados mostraram que apenas cerca de quatro
por cento (4%) da heterozigosidade original deve ser perdida em uma populacdo de
vida longa durante esse periodo. Em contraste, para um organismo com um periodo
de geracdo de um ano, a perda correspondente de diversidade genética seria de
16%, consideravelmente maior (HAILER et al., 2006).
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Figura 26. Simulacdo do declinio da heterozigosidade em animais de vida longa. Losangos pretos
indicam o declinio da curva de heterozigosidade em espécies de vida longa, utilizando como modelo
a espécie de aguia de cauda branca ao longo dos anos. Circulos brancos indicam o declinio da

heterozigosidade em espécies de vida curta. Adaptado de HAILER et al. (2006).



69

Argumentamos ainda que o longo tempo de vida dos tamanduas-bandeira;
entre 20 e 30 anos (NOWAK, 1999), em conjunto com a histéria demografica e
evolutiva das populacdes analisadas, possam ter atuado amortecendo a perda da
diversidade genética nestas populacfes (HAILER et al., 2006).

Espécies com maior longevidade podem apresentar virtualmente a
manutencdo de alelos ancestrais e menor queda da variabilidade genética apos
gargalos populacionais, quando comparadas com as de espécies de vida curta.
Além disso, fatores evolutivos como a deriva genética e a selecdo natural podem
estar atuando, fixando diferentes alelos em diferentes subpopulacdes, refletindo na

diversidade genética encontrada nestas populacdes para os locos microssatélites.

Vale ressaltar que apesar da manutencdo da alta variabilidade genética em
espécies ameacadas de extincdo, fatores como a fragmentacdo, a destruicdo de
habitat e a instabilidade demogréfica, podem levar as popula¢cdes naturais a extingao
antes de uma resposta genética clara frente aos impactos ambientais,

principalmente em espécies de vida longa (LACY, 1997).

Portanto, nossos resultados indicam que algumas populacBes de espécies
vulneraveis e ameacadas de extincdo sao capazes de manter altos niveis de
diversidade genética, mesmo em areas intensamente fragmentadas e que diferentes
populacées da mesma espécie podem responder de maneiras distintas aos impactos

ambientais.



70

5.4 Estratégias de conservacao para a espécie

Nosso estudo encontrou niveis consideravelmente maiores de diversidade
genética nas populacdes presentes em fragmentos florestais no noroeste e sudoeste
paulista em comparacdo aos estudos de populacdes maiores e de areas protegidas,
como no caso do Parque Nacional das Emas, para os marcadores microssatélites
(COLLEVATTI et al., 2007).

Os dados obtidos com as analises de diversidade genética e com a analise
hierarquica de variancia molecular (AMOVA) indicam que estratégias de
conservacao, utilizando vérias subpopulacdes pequenas, podem preservar uma
maior proporcdo da diversidade genética total do que se a conservacdo se
concentrar em uma populacdo de grandes areas, no que tange ao manejo ou
translocacdes de populacbes, uma vez que as subpopulacdes de tamandua-
bandeira estudadas no fragmentado estado de S&o Paulo apresentaram maior
variabilidade genética do que a populacdo do Pargue Nacional das Emas, para os
marcadores microssatélites (COLLEVATTI et al., 2007; HAILER et al, 2006).

Para programas de conservacdo visando espécies ameacadas e de vida
longa como o tamandua-bandeira, nossos resultados destacaram a importancia de
se levar em conta a retencdo de alta diversidade genética local, em populacdes
remanescentes isoladas, o que melhora as perspectivas em relacédo a programas de
conservacao para a espécie. Além disso, os resultados indicam a prioridade da
criacao de programas de conservacgao para estas populacdes e a importancia destas
populacées em planos de manejo para resgate genético

Estudos com uma abordagem multidisciplinar, incluindo analises ecoldgicas,
imunoldgicas e ambientais sdo necessarias para compreender o grau de risco de
uma populacdo e para a criacdo de planos de manejo efetivos, além do
monitoramento das populacbes e analises genéticas futuras, que sdo essenciais
para verificar a situacdo da espécie e garantir a sobrevivéncia de populacdes em
longo prazo (FREI et al., 2016).

Estudo ecoldgico utilizando monitoramento de tamanduas-bandeira via GPS,
na Estacdo Ecologica de Santa Barbara, realizado por Bertassoni et al. (2017),

indicou que os tamandudas-bandeira, possivelmente, séo incapazes de persistir em
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habitats compostos s6 por ambientes alterados e que a baixa taxa de persisténcia
populacional na area de estudo em longo prazo chama atencdo especial. Ou seja,
tanto o estudo ecoldgico quanto o presente estudo genético, indicam a necessidade
de se estabelecer medidas mitigadoras dos impactos antrOpicos sobre a espécie,
para evitar as extingdes locais e consequentemente conservar a alta diversidade

genética encontrada nestas populacoes.

Levando em consideracdo os aspectos locais, propomos algumas medidas e
politicas que possam auxiliar na reducdo da mortalidade e diminuir o risco de
extincdo local dessas popula¢des. Destacamos que é necessario elaborar e colocar
em pratica possiveis programas de reintroducéo ou translocagéo, devido a intensa
expanséao urbana da regido Noroeste Paulista.

Assim, propomos:

1) O monitoramento ecolégico (telemetria, armadilhas de camera, estudos de
campo) e genético (analises multilocos) de outras populacdes, para obter mais
dados acerca das populacdes de tamandua-bandeira, além da investigacdo em
relacdo a necessidade e riscos da translocagcédo das populacdes remanescentes em

areas urbanas, visando evitar extincées locais.

2) Realizagéo de estudos de Ecologia de Estradas a fim de identificar locais
para a construcdo de passagens de fauna e implantacdo de medidas rodoviarias
como sinalizacdo e diminuicdo de velocidade nos locais com maiores indices de

atropelamento de animais silvestres.

3) Monitoramento de focos de queimada por satélite, em esforco conjunto de
orgdos publicos (Prefeitura, Bombeiros, Policia Ambiental) e politicas publicas de

Educacdo Ambiental, divulgacéo e projetos visando a conscientizacao da populacéao.

4) Maior fiscalizagao no controle da emissao de Licengcas Ambientais, que nao

permitam a especulacéo imobiliaria proximo a areas protegidas.

5) Estabelecimento de leis e fiscalizacdo efetiva em relagéo a queima da cana
de acucar e incentivos fiscais para automatizacdo da colheita. Essas medidas
poderiam auxiliar na disperséo dos individuos, uma vez que as planta¢gfes de cana
de agucar e o mosaico de mata remanescente serviriam como fragmentos dispersos

na paisagem e aumentariam a conectividade das areas, uma vez que o tamandua-
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bandeira pode estar utilizando as plantacdes de cana-de-acucar como reflgio nestas

areas fragmentadas.

6) Utilizacdo do potencial de Zoologicos, como o Zooldgico Municipal de Séo
José do Rio Preto para a reproducdo em cativeiro, analise de viabilidade de animais
cativos e programas de reintroducdo para a espécie. No momento, foi possivel
apenas inferir a variabilidade genética de trés filhotes: dois animais de vida livre
resgatados e um filhote cativo, nascido no Zoolégico de Rio Preto. Entretanto,
devido ao baixo numero de amostras, ndo foi possivel nenhuma conclusdo, mas
pudemos verificar, em uma analise simples que o animal nascido em cativeiro
apresentou 0 mesmo padrao de polimorfismos que identificamos nos dois filhotes de
vida livre, dado que todos apresentaram 50% de locos heterozigotos em diferentes
locos. Este fato pode ser um indicio otimista inicial das chances de sucesso da
reproducdo em cativeiro para futuras introdu¢cdes em ambientes protegidos, uma vez
que o animal cativo apresentou caracteristicas genéticas semelhantes a dos animais

silvestres, para estes marcadores microssateélites.

Enquanto esforcos politicos sdo aguardados e programas de translocacdes e
manejo ndo sdo definidos, devem-se realizar estudos para obter o maior nimero de

dados possivel sobre a situacao das populacdes selvagens de tamandua-bandeira.

Assim, as analises genéticas e modelos estatisticos robustos utilizados no
presente trabalho, permitiram alcancar informacdes sobre a variabilidade genética, a
estrutura populacional e como a fragmentacéo de habitat esta influenciando o fluxo

de genes na espécie.

O estudo permitiu a compreensao das dindmicas populacionais da espécie
frente a fragmentacdo do habitat e forneceu dados que podem contribuir para a
conservacdo da espécie, pois a alta variabilidade genética encontrada nas
populacdes do noroeste e sudoeste do estado de Sdo Paulo, com os marcadores
microssatélites, corrobora a importancia da conservacao destas populacdes para a
manuten¢ao da riqueza genética da espécie, além de demonstrar a eficiéncia do uso
de marcadores moleculares microssatélites em estudos de Genética da

Conservacao.
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Portanto, o presente trabalho identificou populacbes importantes para a
conservacao da diversidade genética da espécie, revelou a prioridade na criagdo de
planos de manejo locais para a espécie no estado de Sdo Paulo e indicou a
viabilidade da utilizacdo destes individuos ou populacdes em programas de
reproducdo em cativeiro e em possiveis translocacdes ou reintroducdes em areas
protegidas. Medidas necessarias para evitar extingcdes em uma area extremamente
urbanizada e para manter a variabilidade genética encontrada, contribuindo para a

conservacgao da espécie.
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6. CONCLUSOES

- A fragmentacdo de habitat influencia as dinamicas populacionais de M.

tridactyla, subdividindo as popula¢gdes em trés grupos na regido estudada.

-A estrutura genética populacional das popula¢gdes de M. tridactyla na Estacao
Ecolégica de Santa Barbara encontra-se bem definida em relagcéo as populacdes do

Noroeste Paulista.

- As populacdes apresentaram baixo fluxo génico e efeitos do isolamento por

distancia, apesar da manutencao da diversidade genética.

- Devido a alta diversidade genética encontrada nas popula¢cdes, podemos
inferir que a regido noroeste paulista e a Estacdo Ecoldgica de Santa Béarbara

servem como reduto genético para M. tridactyla.

- As subpopulacdes isoladas em pequenos fragmentos, apresentam uma
maior varidncia genética, revelando a importdncia da conservacdo destas

subpopulacdes e a prioridade na criagdo de planos de manejo.
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