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RESUMO
A fragmentagdo de ambientes naturais € um processo que pode ocasionar a
reducao e isolamento das populacdées de mamiferos. Entre os mamiferos tropicais
mais afetados pela fragmentacéo estdo os pecarideos. Neste trabalho, foi analisada
a variabilidade genética das populagdes de dois pecarideos simpatricos, os catetos
(Pecari tajacu) e as queixadas (Tayassu pecari), isoladas em um fragmento de Mata
Atlantica do sudeste do Brasil (a Estagdo Ecologica de Caetetus, EEC). Por conta
desse isolamento, esperava-se encontrar baixo grau de variabilidade genética, além
de evidéncia de endogamia e gargalo populacional para ambas as espécies.
Comparando-se as duas espécies, devido as suas diferencas comportamentais e
por terem sido registrados varios bandos de catetos e apenas um de queixadas na
EEC, esperava-se que a variabilidade genética estimada para queixadas fosse
menor do que para catetos. Foram genotipadas 16 amostras de queixadas e 17 de
catetos para cinco locos de microssatélites. Contrariando a hipotese de que a
diversidade genética seria menor em queixadas do que em catetos, foram
encontrados niveis de diversidade similares para ambas as espécies (numero médio
2,52 para

queixadas e 2,54 para catetos; e heterozigosidade média observada = 0,50 para

de alelos = 2,60 para queixada e 2,80 para catetos; riqueza alélica

queixada e 0,48 para cateto e esperada = 0,41 para queixada e 0,38 para cateto).
Houve evidéncia de gargalo populacional recente para queixadas, mas nao para
catetos, 0 que pode estar relacionado a maior vulnerabilidade daquela espécie a
fragmentacdo do habitat e a caca. Entretanto, os coeficientes de endocruzamento
Fis (-0,16 para queixadas e -0,18, para catetos) encontrados nao foram positivos e
nem significativos (p > 0,02), ndo evidenciando endogamia para ambas as espécies.
O fato de n&o ter sido encontrada evidéncia de gargalo populacional em catetos e de
endogamia para ambas as espécies, nao significa que as espécies nao estejam
sofrendo com a fragmentagéo e isolamento da area. Mas pode ser que ainda nao
tenha dado tempo suficiente para que as alteragdes pudessem ser percebidas ou
mesmo que a amostragem nao tenha sido suficiente para evidencia-las. De todo
modo, este trabalho € um importante ponto de partida para um monitoramento

genético de longo prazo dessas espécies na area.

Palavras-chave: Fragmentacgao.lsolamento.Endogamia.Microssatélites. Tayassuidae.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica é considerada como um dos mais ricos conjuntos de
ecossistemas em termos de diversidade biolégica do Planeta (CAPOBIANCO, 2001),
tratando-se de uma prioridade para conservagao, pois muitas espécies encontram-
se seriamente ameacgadas devido a acao antropica (MYERS et al., 2000; BROOKS
et al., 2002; GALINDO-LEAL; CAMARA, 2003; ORME et al., 2005; CEBALLOS;
EHRLICH, 2006). Segundo Ribeiro et al. (2009), apenas 12% dos 1.000 km?
existentes no passado resistiram aos disturbios sofridos; e muitas das matas
persistem como pequenos fragmentos.

O processo de fragmentagao é resultado da perda de habitat e mudanga na
configuragdo da paisagem (FAHRIG, 2003). Os fragmentos originados podem se
tornar isolados, dependendo da conectividade entre eles que, em ultima analise,
depende de quao permeaveis sdo as matrizes do entorno as espécies (AWADE;
METZGER, 2008). O isolamento dos fragmentos tem contribuindo significativamente
para o declinio e isolamento de populag¢des selvagens, aumentando assim o risco de
extincdo (SCHIPPER et al., 2008).

O comportamento, a morfologia e a ecologia das espécies sao caracteristicas
importantes que tém sido apontadas para determinar se uma espécie ira persistir no
fragmento (CALACA, 2009). Algumas espécies, principalmente aquelas que
precisam de grandes areas, podem nao ter recurso suficiente em fragmentos
pequenos, além de outros recursos importantes para sobreviverem em longo prazo
(MCNAB, 1963) Assim grandes mamiferos como felinos, antas e tayassuideos, que
ocupam grandes areas de vida, sdo pouco vistos em fragmentos pequenos
(CHIARELLO, 1999). A permanéncia das espécies nos fragmentos dependera
também de sua resposta a nova composi¢cao da paisagem, ndo somente em termos
de tamanho da area, mas principalmente da conectividade funcional da mesma, pois
sem ela a area pode se tornar isolada (WILLIS, 1979; TABARELLI et al., 1998;
PARDINI et al., 2005). A conectividade €& definida como elemento facilitador de
fluxos biolégicos entre os fragmentos (URBAN; SHUGART 1986; TAYLOR et al.,
1993).

O isolamento das espécies nos fragmentos florestais pode levar a ocorréncia

de gargalos populacionais, ou seja, a reducao drastica do tamanho populacional. Os



impactos genéticos resultantes da fragmentagdo podem variar dependendo dos
detalhes da estrutura populacional resultante e dos padrdes de fluxo génico entre os
fragmentos. Em populacdes pequenas, alguns alelos, principalmente aqueles raros,
podem nao ser transmitidos para as geragdes futuras pela agéo da deriva genética,
0 que ocasiona perda e fixacao de alelos dentro da populacao, influenciando a taxa
de sobrevivéncia da espécie. Populagdes pequenas e isoladas podem sofrer
também com o processo de endogamia, o qual consiste no acasalamento de
individuos aparentados ou quando a taxa de acasalamento preferencial supera a de
cruzamentos aleatérios. Esse processo pode resultar em uma depressao
endogamica, reduzindo a heterozigosidade, reprodugdo e sobrevivéncia de tais
populagdes. Estes fatores acabam, em ultima analise, por diminuir a capacidade das
populagdes evoluirem em resposta as mudangas ambientais, aumentando o risco de
extincdo (FRANKHAM et al., 2008).

E o que pode vir a ocorrer com as queixadas (Tayassu pecari) e catetos
(Pecari tajacu) que habitam a Mata Atlantica, onde o intenso processo de
fragmentacao, juntamente com a caga, vem ocasionando redug¢des populacionais
em ambas as espécies (CHIARELLO et al.,, 1999; CULLEN JR et al.,, 2000;
AZEVEDO; CONFORTI, 2008; GALETTI et al.,, 2009). Tal cenario impde a
necessidade de elaboragcdo de planos de manejo e conservagao adequados para
ambas as espécies neste bioma.

Recentemente, tem sido reforgada a importancia do conhecimento do grau de
variabilidade genética das espécies para a conservagao, ja que a alocagao de
recursos e manejo inapropriado podem ocorrer se os fatores genéticos forem
ignorados (FRANKHAM, 2003). Novos meétodos tém sido desenvolvidos para o
monitoramento da diversidade bioldgica, essencial para a elaboragéo de planos de
manejo e conservacgao adequados. Dentre estas metodologias, o uso de marcadores
moleculares para estimativas de parametros populacionais e status de conservacao
tem sido cada vez mais empregado por serem mais sensiveis e confidveis do que as
abordagens tradicionais (SCHWARTZ, 2007). Entre estes estdo os marcadores
microssatélites, que se tratam de repeticdes em tandem de 1-6 pares de bases
(TAUTZ 1984). Um exemplo de uma sequéncia de repeticdo de microssatélites € o
dinucleotidio (CA)12, que consiste de 12 repeticdbes de duas bases, neste caso,

citosina (C) e adenina (A). Microssatélites sdo marcadores co-dominantes,



permitindo a identificacédo dos gendtipos homozigotos e heterozigotos, possibilitando
o calculo das frequéncias de cada um dos alelos presentes em uma populacao.
Esses marcadores possuem taxas de mutacao elevadas o que faz com que existam
multiplos alelos em cada loco, e este alto grau de polimorfismo os tornam
interessantes para estudos de genética de populag¢des (FREELAND, 2005).
Entretanto, até o presente momento, poucos estudos utilizando-se de
ferramentas moleculares foram desenvolvidos para avaliar o grau de diversidade
genética das populagbes de cateto (Pecari tajacu, ver COOPER et al., 2010) e
queixada (Tayassu pecari, ver BIONDO et al.,, 2012); além disso, nenhum foi

realizado no bioma Mata Atlantica.

1.1 Caracterizacao das espécies

No Brasil, duas espécies de pecarideos podem ser encontradas em simpatria
em fragmentos florestais, a queixada (Tayassu pecari) e o cateto (Pecari tajacu)
(SOWLS, 1997). Ambas as espécies, embora conhecidas popularmente como
porcos-do-mato, estdo classificadas em uma familia distinta da dos porcos
domésticos devido a diferencas morfologicas e genéticas (SILVA, 1984),
pertencendo entdo a familia Tayassuidae (Ordem Cetartiodactyla, Classe
Mammalia). As espécies se diferem quanto ao tamanho do bando, comportamento,
morfologia e padrbes de uso do habitat (BODMER, 1990; PERES, 1996; FRAGOSO,
1999).

Catetos possuem pelos de cor acinzentada e uma faixa branca ao redor do
pescogco que lembra um “colar” (FIGURA 1a). Sua gestacdo tem duragdo de
aproximadamente 146 dias, nascendo geralmente dois filhotes (SOLWS, 1997). Ja
as queixadas possuem uma pelagem com coloragéo que varia de marrom a negro
(FIGURA 1b), possuindo uma grande quantidade de pélos brancos na regido da
mandibula e focinho, o que as diferencia dos catetos. A gestacdo dura em torno de
250 dias, nascendo aproximadamente de 1,6 a 1,69 filhotes por ninhada (SOWLS
1997; GOTTDENKER; BODMER, 1998).
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Figura 1- llustracdo das espécies estudadas. (a), cateto; (b), queixada. Os circulos
vermelhos destacam as caracteristicas da pelagem que diferenciam as espécies: o

“colar” mais claro nos catetos e o0 “queixo” branco das queixadas.

Os catetos se distribuem geograficamente do sudoeste dos Estados Unidos
(regido Sul do Texas) até a Argentina (FIGURA 2, ocupando uma variedade de
habitats (MAYER; BRANDT, 1982; BODMER; SOWLS, 1993). Seu comprimento
pode variar de 0,79 a 1,06 m e altura de 0,40 a 0,45 m (NOWAK; PARADISO, 1983).
As queixadas se distribuem desde o sul do México até o norte da Argentina
(FIGURA 3, embora esta distribuigdo tenha sido reduzida devido a forte presséo de
caca e desmatamento (OLIVER, 1993), e estdo principalmente associadas a
florestas tropicais umidas (MAYER; WETZEL, 1987). Podem medir em torno de 1,20
m de comprimento e de 0,40 a 0,50 m de altura (SOWLS, 1984).

As duas espécies sdo consideradas, nos trépicos, como preferencialmente
frugivoras (BECK, 2006; KEUROGHLIAN; EATON, 2009) e, dependendo da regiéo,
também podem consumir raizes e folhas (SOWLS, 1984). Ambas desempenham
papel chave na dispersdo e predacdao de sementes nas florestas neotropicais
(KILTIE, 1981; BODMER, 1990, 1991; OLIVER, 1993; TERBOGH; WRIGHT, 1994;
FRAGOSO, 1999; REDFORD, 1999; FULLER et al., 2002). Além disso, sao
responsaveis pelo pisoteio de plantulas regulando assim a densidade populacional
da vegetacgao de sub-bosque (SILMAN et al., 2003; KEUROGHLIAN; EATON, 2009).
Segundo Beck (2006), a extingdo de pecarideos estaria diretamente ligada a

mudancgas na dindmica populacional de algumas palmeiras, pois estas representam
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cerca de 60% de sua dieta (BODMER, 1990; PAINTER, 1998; KEUROGHLIAN;
EATON, 2009).

Figura 2- Mapa de distribuicdo geografica de Pecari tajacu.
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Figura 3- Mapa de distribuicdo geografica de Tayassu pecari.
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Tanto catetos, como queixadas vivem em bandos constituidos de individuos
de distintas faixas etarias e de ambos os sexos (SOWLS, 1984). Os catetos vivem
em bandos que variam de 5 a 25 individuos (BIGLER, 1974; KILTIE; TERBORGH,
1983; JUDAS; HENRY, 1999) e dividem-se em subgrupos temporarios que se unem
no inicio da manha e no fim da tarde; durante o dia o grupo pode conter de um a trés
individuos (KEUROGHLIAN et al., 2004). Segundo Mendes-Pontes (2004), no bioma
Amazonico foram encontradas diferengcas nos tamanhos de grupos entre as
estacbes umida e seca (4 a 10 ind/grupo). Ja as queixadas vivem em bandos que
facilmente excedem 100 individuos (KILTIE; TERBORGH, 1983; ALTRICHTER;
ALMEIDA, 2002; KEUROGHLIAN et al., 2004). Kiltie, Terborgh (1983) sugerem que,
em grandes grupos, as queixadas sdo mais eficientes contra os ataques de
predadores, e também acreditam que, assim, os mais inexperientes possam
aprender com os mais velhos a encontrar fontes de alimento, e evitar visitas
desnecessarias a areas ja superexploradas.

O tamanho da area de vida ocupada pelos bandos de catetos varia de 50 a
700 ha (SOWLS, 1984; JUDAS; HENRY, 1999; KEUROGHLIAN et al., 2004. Os
territérios sado considerados estaveis, ja que o tamanho da area utilizada ndo variam
ao longo do tempo (JUDAS; HENRY, 1999). Ja as queixadas ocupam grandes areas
de vida, de 1.500 a 20.000 ha (KILTIE; TERBORH, 1983; FRAGOSO, 1998;
CARRILO et al.,, 2002; KEUROGHLIAN et al., 2004), cujo tamanho pode variar
sazonalmente. Pesquisadores relacionaram esses movimentos dos bandos de
queixadas a disponibilidade diferencial de frutos nas diferentes épocas do ano
(KILTIE; TERBORGH, 1983; BODMER, 1990, PERES, 1994, 1996; CARRILO et al.,
2002; KEUROGHLIAN et al., 2004; KEUROGHLIAN; EATON, 2008). Keuroghlian e
Eaton (2008) observaram também a importéncia da variedade de habitats, cérregos
e manchas de palmitos jussara (Euterpe edulis) para bandos de queixadas em areas
menores do que 2.000 ha na Mata Atlantica.

Os bandos de catetos foram considerados como permanentes, com todos os
individuos fiéis ao grupo natal (SCHWEINSBURG, 1971). Porém, Ellisor e Harwell
(1969) e Oldenburg et al. (1985) observaram movimentos de animais de um grupo
para outro, o que pode indicar possivel dispersdo. Além disso, Cooper et al. (2010),
utilizando marcadores moleculares, demonstraram que a dispersao ocorre e é

principalmente mediada por machos. No caso das queixadas, estudos relataram que
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os bandos sdo subdivididos em sub-bandos que se fundem e se dividem
periodicamente, processo denominado de fissdo-fusao, e que nesse processo pode
haver trocas de individuos entre os sub-bandos (KEUROGHLIAN et al., 2004). A
dispersao nas queixadas € mediada por ambos 0s sexos, ao contrario da dispersao
preferencial de machos observada para a maioria dos mamiferos (BIONDO et al.,
2012).

Catetos foi recentemente classificada como quase ameacada na Mata
Atlantica (DESBIEZ et al., 2012) e queixadas como criticamente ameacada
(KEUROGHLIAN et al., 2012); o que se deve a intensa fragmentacdo de habitat
nesse bioma (Ribeiro et al. 2009), assim como a cacga ilegal (CHIARELLO et al.,
1999; CULLEN JR et al., 2000; GALETTI et al., 2009, DESBIEZ et al., 2012).

Na Estacao Ecolégica dos Caetetus (EEC), um fragmento de floresta Atlantica
localizado no interior do Estado de Sdo Paulo onde foi realizado este trabalho, foi
registrada a ocorréncia de um bando de queixadas de aproximadamente 150
individuos e 7-22 bandos de catetos de tamanho médio de nove individuos; o
tamanho da area de vida estimada para o bando de queixadas foi de 1.871 ha e
para dois dos bandos de catetos, de 123 e 305 ha (KEUROGHLIAN et al. 2004). Até
o0 momento, ndo se tem indicios de que essas espécies cruzam a matriz do entorno
da EEC, estando esta populacédo isolada no fragmento a mais de 70 anos (A.
Keuroghlian, comunicagéo pessoal). Além disso, a ocorréncia de caga de ambas as
espécies na EEC ja foi registrada (TABANEZ et al., 2005).

Por conta do grau de ameaca, bem como de seu papel no ecossistema,
planos efetivos de manejo e conservagédo das populagdes de queixadas e catetos,
em especial na EEC, precisam ser elaborados e espera-se que os dados aqui
gerados sirvam de subsidios para isso. Afinal, trata-se de uma area altamente
isolada, sem registros de entrada ou saida de individuos, o que demonstra a

necessidade urgente de uma analise da variabilidade genética de suas populagdes.
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OBJETIVOS

Neste trabalho, sera analisada uma populagéo de queixada (Tayassu pecari)
e outra de cateto (Pecari tajacu) que habitam a Estagdo Ecoldgica dos Caetetus
(ECC) para:
v Estimar o grau de diversidade genética e analisar a ocorréncia de endogamia
para ambas as espécies;
v Verificar a ocorréncia de gargalo populacional em ambas as espécies;

v' Comparar as duas espécies, quanto a estes parametros;

2.1 Hipoteses

Espera-se encontrar baixa variabilidade genética e evidéncia de endogamia e
gargalos populacionais recentes para ambas as espécies devido a intensa perda de
habitat sofrida na area e pela incidéncia de caca. Estes fatores reduzem o tamanho
populacional e o fluxo génico entre populagdes e, consequentemente, o grau de
variabilidade genética das mesmas.

Como varios bandos de catetos foram registrados na EEC, é possivel que
haja um fluxo de individuos entre eles, o que pode garantir certo grau de
variabilidade genética nessa populagcdo mesmo ela estando isolada de outros
fragmentos. Ja no caso das queixadas, apenas um bando foi observado e nédo ha
registros de populagdes dessa espécie no entorno, o que limita a possibilidade de
fluxo génico. Em ultima analise, espera-se observar uma menor variabilidade

genética nesta espécie, em relagao a registrada para os catetos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo

A Estacéo Ecoldgica dos Caetetus (EEC) possui 2.178 ha (FIGURA 4), sendo
um dos ultimos remanescentes da Mata Atlantica (Floresta Estacional Semidecidual)
que revestia o Planalto Ocidental Paulista, o qual ocupa cerca de 50% da area do
Estado de Sdo Paulo (TABANEZ et al. 2005). Esta localizada nos municipios de
Galia e Alvinlandia, entre as coordenadas geograficas 22°20’ e 22°30’ de latitude S e
49°40’ e 49°45’ de longitude. W Gr. As altitudes variam, em geral, de 520 a 680
metros. O clima da EEC apresenta estacionalidade bem definida, com inverno seco
e verao chuvoso. Os dados mensais e anuais da temperatura média do ar e da
disponibilidade hidrica indicam uma precipitacao total anual de 1.431 mm e uma
temperatura média de 21,5°C (TABANEZ et al., 2005).

A vegetagcao dessa regido corresponde a Floresta Estacional Semidecidual,
tratando-se de floresta alta, com estratificacdo complexa e alta diversidade floristica
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 1988). A Estacdo é
coberta em sua totalidade pela floresta natural, que se encontra em diferentes
estagios de regeneragdo. A floresta semidecidual foi muito devastada, pois seus
solos férteis foram muito procurados para expansao da zona agropecuaria, além de
possuirem no passado grande quantidade de espécies visadas na exploragao
madereira (TABANEZ et al., 2005). Como resultado, hoje restam poucos fragmentos
florestais maiores que 2.000 ha (RIBEIRO et al., 2009).

A EEC abriga fauna bastante rica, a qual inclui espécies ameagadas de
extingdo, como o mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus), a queixada
(Tayassu pecari) e a anta (Tapirus terrestris), assim como animais considerados
como vulneraveis como o cateto (Pecari tajacu) (CULLEN et al., 2001, 2004). Sua
biodiversidade inclui populagdes geneticamente originais, espécies endémicas,
comunidades adaptadas ao processamento de detritos florestais e habitats originais
(TABANEZ et al., 2005).
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Figura 4- Mapa da localizagao da Estagdo Ecoldgica de Caetetus no estado de Sao
Paulo. A= Distribuicdo original do Bioma Mata Atléntica; B= Remanescentes
florestais do Bioma Mata Atlantica; C= Destaque para a Estagcdo Ecoldgica de

Caetetus.
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Fonte: SOS Mata Atlantica- INPE (2008).

As principais atividades econémicas desenvolvidas no entorno da EEC sao a
cafeicultura e a pecuaria de corte. Estas resultam em implicacdes diretas e indiretas
sobre o0s recursos naturais, como invasao e pisoteio de plantulas pelo gado,
carreamento de agrotoxicos para as cabeceiras dos cérregos e invasao de animais
domésticos. Fora dos limites da EEC, ha grande ocorréncia de desmatamento e o

manejo incorreto dos solos agricolas (TABANEZ et al., 2005).

3.2 Amostragem e procedimento laboratorial
Amostras de pelos de 16 queixadas (sete fémeas, cinco machos e quatro

individuos sem sexo identificado) e 19 catetos (trés fémeas, quatro machos e 12
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individuos sem sexo identificado) foram coletadas previamente durante o estudo de
Keuroghlian et al. (2004) entre os anos de 1994 e 1996 (Tabela 1). Tais amostras

foram mantidas a -20°C em envelopes de papel até o momento da extracao de DNA.

Tabela 1- Caracterizagdo das amostras coletadas para cada uma das espécies

(Cdédigo da amostra, sexo e bando correspondente).

Tayassu pecari Pecari tajacu

Amostras Sexo Bando Amostras Sexo Bando
Q01 Fémea Bando 1 CO1 - Bando 1
Q02 Fémea Bando 1 C02 - Bando 2
Q03 Fémea Bando 1 C03 - Bando 3
Q05 Macho Bando 1 Co04 - Bando 4
Q06 Macho Bando 1 C05 Macho Bando 5
Q07 Macho Bando 1 C06 - Bando 5
Q08 Fémea Bando 1 Cco7 - Bando 3
Q09 - Bando 1 C08 - Bando 5
Q10 - Bando 1 C09 - Bando 6
Q11 Fémea Bando 1 C10 - Bando 5
Q12 - Bando 1 C11 - Bando 2
Q13 Fémea Bando 1 C12 - Bando 4
Q14 Fémea Bando 1 C13 Macho Bando 5
Q15 Macho Bando 1 C14 - Bando 5
Q16 - Bando 1 C15 Macho Bando 5
Q17 Macho Bando 1 C16 Fémea Bando 3
- - - C17 Fémea Bando 3

- - - C18 Fémea Bando 2

- - - C19 Macho Bando 5
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Para realizar a primeira extracdo de DNA das amostras fez-se uso do

seguinte protocolo:

1. Adicionar a raiz de 1-5 pélos 250 ul de tampao de digestao (163,5 pl de H20; 2,5
pl de TrisHCI 1M; 20 ul de NaCl 5M; 50 pl de EDTA 0,5M; 12,5 ul de SDS 10%; e
5 yl de RNAse 0,1 mg/ml), 25 ul de proteinase K e 10 pl de ditiotreitol (DTT);

2. Vortexar e deixar a 55°C overnight ou até que esteja completamente digerido;

3. Adicionar 360 pl de NaCl 5M, vortexar e centrifugar por 30 min. na velocidade
maxima;

4. Recuperar o sobrenadante, transferir para outro tubo e adicionar igual volume de
isopropanol gelado e misturar bem;

5. Incubar as amostras a -20°C por 1h, centrifugar por 20 min. na velocidade

maxima e descartar o sobrenadante;

Adicionar 300 ul de etanol 70%, centrifugar por 5 min.

Descartar o sobrenadante;

Deixar secar a temperatura ambiente overnight;

© ® N o

Adicionar 25 ul de TE e armazenar a 4°C.

Apds as trés primeiras amplificagdes e genotipagens para cada loco e
amostra, fez-se novas extragdes utilizando um kit de extracdo para amostras
forenses, Invisorb Spin Forensic Kit (Invitek), de acordo com o manual do fabricante,
visando melhorar a quantidade e qualidade do DNA obtido.

Apobs o processo de extragao, foram amplificados por meio de PCR (do inglés
Polymerase Chain Reaction) oito locos polimérficos de microssatélites,
desenvolvidos especificamente para queixadas e testados em catetos (Tpec3,
Tpec4, Tpech, Tpec10, Tpec12, Tpec16, Tpec17 e Tpec18, DALLA VECCHIA et al.,
2011) e um desenvolvido para porcos domésticos e testado em queixadas (SW444,
ROHRER et al., 1994). Os primers forward foram confeccionados com uma cauda 5'-
M13 seguindo o método de marcacédo universal (5 CACGACGTTGTAAAACGAC 3;
BOUTIN-GANACHE et al., 2001). Para cada rea¢ao de PCR, foram usados 1,5 ul de
DNA-alvo; 1,2 pul de tampédo (10X — Invitrogen); 1 pul de trifosfatos
desoxirribonucleotideos (ANTPs, 2mM); 1,2 pl de cloreto de magnésio (MgCl, 50
mM); 0,1 ul de Platinum® Taq polimerase (5 U/ul - Invitrogen); 0,3 ul do primer R (10
mM); 0,2 ul do primer M13 (10 mM, marcado com fluorescéncias TET, HEX, FAM



20

ou NED — Applied Biosystems); 0,1 pl do primer F (10 mM) e 5,9 ul de agua
ultrapura, totalizando um volume de 12 ul. O programa de amplificagao utilizado foi:
desnaturacao inicial a 95°C por 5 min, 45 ciclos de 94°C por 30 s, 48°C por 30 s e
72°C por 30 s, seguidos de uma extenséo final a 72°C por 10 min. Porém, apés a
quarta amplificagdo para todas as amostras e locos, esse programa sofreu uma
alteracdo a fim de padronizar uma temperatura de anelamento que fosse mais
adequada para obter um maior sucesso de amplificagdo e genotipagem, passando
de 48°C para temperaturas que variavam de 40-45°C, dependendo do sucesso que
era obtido levando em consideragao o tamanho de cada loco analisado.

Para verificar a amplificagdo dos produtos de PCR, 2ul do produto foram
submetidos ao processo de eletroforese em gel de agarose 2,0% em TBE 0,5X a 80
V. Para estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, foi adicionada uma amostra
de 1ul de um marcador padrao de tamanho, ladder de 100 pares de bases
(Invitrogen). Ambos, amostras e marcador padréo, foram carregados no gel com 1,5
Ml de uma solugao de tampao de aplicagao e Gel Red (Biotium) na proporgéo de 1:1.
Os produtos amplificados com sucesso foram genotipados no sequenciador
automatico ABI 3730 (Applied Biosystems) e analisados com o auxilio do programa
GeneMarker (Softgenetics).

Repeticoes das PCRs foram realizadas para cada amostra usando-se o
método de multiplos tubos (TABERLET et al., 1996), com no minimo trés
genotipagens independentes para homozigotos e duas para heterozigotos até obter
um gendtipo consenso. Estas repeticdes se fazem necessarias por se tratarem de
amostras antigas, com DNA degradado e em pouca quantidade, o que aumenta as
chances de erros de genotipagem.

Devido a necessidade de se realizar varias repeticoes das reacdes de PCR
para cada amostra e como a quantidade de DNA disponivel era pequena, foi
empregado o método de PCR multiplex para os locos Tpec3/Tpec10, Tpec5/ Tpec16
e Tpec4/Tpec18 a fim de economizar DNA. Essa metodologia consiste em amplificar
mais de um locos em uma mesma reacao. Estes dois locos possuem tamanhos
distintos, podendo seus genotipos ser facilmente identificados mesmo quando
misturados na mesma reagédo. Para a reagdo multiplex, foram utilizados 2 pl de
DNA-alvo; 2,4 pl de tampédo (10X — |Invitrogen); 2 pul de trifosfatos
desoxirribonucleotideos (ANTPs, 2mM); 2,4 pl de cloreto de magnésio (MgCl, 50
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mM); 1,0 pl de BSA; 0,2 pl de Platinum® Taq polimerase (5 U/ul - Invitrogen); 0,3 ul
do primer R1 e primer R2 (10 mM); 0,4 pl do primer M13 (10 mM, marcado com
fluorescéncias TET, HEX, FAM ou NED — Applied Biosystems); 0,1 pl do primer F1 e
primer F2 (10 mM) e 13,8 pl de agua Milli Q, totalizando um volume de 25 ul. O

programa de amplificagcao foi o mesmo descrito acima para a PCR de um unico loco.

3.3 Analise de Dados

Os gendtipos consensos obtidos para cada loco foram analisados no
programa MICRO-CHECKER (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) para verificagdo de
possiveis erros de genotipagem devido a presenga de alelos nulos, a dropout ou a
stuttering. Essa analise prévia se faz necessaria, pois as amostras utilizadas neste
estudo, além de serem de pelos, material que possui pouca quantidade de DNA,
foram armazenadas por um tempo longo, o que pode ter degradado o DNA;
implicando em uma maior probabilidade de erros de genotipagem (WANDELER et
al., 2003). Tais erros de genotipagem podem causar desvios no equilibrio de Hardy-
Weinberg, por conta de originar uma deficiéncia de heterozigotos, como resultado de
alelos nulos por exemplo (SHAW et al., 1999).

A partir dos locos que ndo apresentaram evidéncias de erros de genotipagem,
foram estimados o numero de alelos e as heterozigosidades, esperada e observada,
utilizando-se o programa GENALEX 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2006), um software
muito utilizado para estudos de genética de populagdes, tanto de plantas como
animais e microrganismos, por ser simples de ser manuseado e por acomodar uma
ampla gama de marcadores genéticos, incluindo microssatélites. A riqueza alélica foi
estimada no programa FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 2002). Este mesmo programa foi
utilizado também para calcular o coeficiente de endocruzamento Fs, para cada loco
e para as populacbées como um todo, bem como para testar se o coeficiente
encontrado foi significativamente diferente de zero. Para este teste, o valor de p foi
ajustado de acordo com a corregao para multiplas comparagdes proposta por
Benjamini e Yekutieli (2001). O programa GENEPOP 3.4 (RAYMOND; ROUSSET,
1995) foi utilizado para avaliar os locos quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg e
desequilibrio de ligagao através de um teste exato que utiliza o método da cadeia de
Markov. Para estes testes, também foi utilizada a correcdo de Benjamini e Yekutieli
(2001).
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Para verificar se as populagbes passaram por gargalo populacional em um
passado recente, foi utilizado o programa BOTTLENECK (PIRY et al., 1999). Como
um excesso de heterozigosidade pode ser um indicativo de gargalo populacional
recente, o programa disponibiliza testes para verificar se ocorre tal excesso nas
populagdes estudadas em relacdo ao que seria esperado sob o equilibrio de
mutacao-deriva, baseando-se nas frequéncias alélicas observadas (CORNUET;
LUIKART, 1996). Os testes podem ser feitos assumindo-se qualquer um dos
seguintes modelos de mutagcdo de microssatélites: stepwise mutation (SM), infinite
alleles (lA), e two-phase (TP). O modelo SM (KIMURA; OHTA, 1975), muito utilizado
para microssatélites, pressupde que cada novo alelo resulta de uma perda ou um
ganho de uma unidade de repeticdo, podendo haver homoplasia — presenca na
populagdo de alelos iguais, mas que tiveram origens diferentes. O modelo IA
(KIMURA, 1965) assume que cada mutacdo cria um novo alelo, ndo havendo
homoplasia; ao contrario do modelo SM, este modelo permite mutacbes em que
mais de uma unidade de repeticdo € simultaneamente ganhada ou perdida. O
modelo TP (DI RIENZO et al., 1994), também utilizado com locos microssatélites,
incorpora o modelo SM, mas também assume que certa fragdo das mutacdes se da
por perda ou ganho de multiplas unidades de repeticdo. Neste trabalho, testou-se a
ocorréncia de gargalos populacionais utilizando-se os trés modelos disponibilizados
pelo programa. Para o modelo TP, os testes foram feitos assumindo-se uma
proporcao de 70% de mutacdes pelo modelo SM e 30% de mutacdes de mais de um
passo. O teste utilizado foi o teste de Wilcoxon, por permitir o uso de menos de 20

locos de microssatélites (PIRY et al., 1999).
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4. RESULTADOS

4.1 Testes de amplificacdo e genotipagem dos locos

Inicialmente, foi realizada uma primeira rodada de amplificacbes e
genotipagens, utilizando-se todas as amostras, para os oito locos de microssatélites
especificos para queixadas (Tpec3, Tpec4, Tpec5, Tpec10, Tpec12, Tpec16, Tpec17
e Tpec18). Nesta primeira rodada, para queixadas, o sucesso médio de amplificagao
(medido por meio da visualizagdo de bandas do tamanho esperado em gel de
agarose) foi de 43,99%, variando de 14,28% (Tpec17) a 75% (Tpec18); ja para
catetos o sucesso médio foi de 39,31%, variando de 5,26% (Tpec17) a 84,20%
(Tpec18, Tabela 2). Com relagdo ao sucesso de genotipagem, para queixadas, 0
sucesso meédio obtido foi de 57,14% variando de 18,75% (Tpec17) a 87,5% (Tpecd e
Tpec16); ja para catetos o sucesso meédio foi de 42,06%, variando do 5,55%
(Tpec17) a 66,67% (Tpec16, Tabela 3).

Um sucesso médio de amplificagdo e genotipagem maior em queixadas era
esperado, ja que os primers de microssatélites utilizados foram desenvolvidos para
esta espécie, o que facilitaria sua amplificacdo. Para ambas as espécies, 0 sucesso
obtido foi além das expectativas, ja que se tratam de amostras bastante antigas e,
consequentemente, com DNA degradado e em pouca quantidade, o que dificulta a

amplificagdo dos locos.

Tabela 2- Porcentagem de sucesso da primeira amplificagcédo para cada loco de
microssatélite analisado, utilizando-se todas as amostras obtidas para as espécies.

Locos Tayassu pecari Pecari tajacu
Tpec3 56,37 47,37
Tpec4 25,00 42,10
Tpec5 68,75 56,63
Tpec10 31,25 15,79
Tpec16 43,75 26,31
Tpec17 14,28 5,26

Tpec18 75,00 84,20
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Tabela 3- Porcentagem do sucesso de genotipagem para cada loco de
microssatélite analisado, utilizando-se todas as amostras obtidas para as espécies.

Locos Tayassu pecari Pecari tajacu
Tpec3 68,75 61,11
Tpecd 87,50 55,55
Tpech 81,25 50,00
Tpec10 25,00 27,87
Tpec16 87,50 66,67
Tpec17 18,75 5,55
Tpec18 31,25 27,78

ApOs realizar essa a primeira genotipagem, observou-se que o loco Tpec12
estava apresentando genotipos inconsistentes, com picos muito destoantes do
padrao esperado para locos dinucleotideos (que é o caso); e que o loco Tpec17
havia apresentado baixo sucesso de amplificagdo e genotipagem, tanto para
queixadas quanto para catetos. Assim, optou-se por excluir esses locos das analises
subsequentes com o intuito de n&o exercer esforcos sobre locos com pouco
sucesso, tendo em vista a pouca quantidade de DNA disponivel, ou que pudessem
trazer resultados erroneos, Assim, as demais genotipagens foram feitas utilizando-se
apenas os seis locos microssatélites com os quais se obteve os melhores resultados
(Tpec3, Tpec4, TpecS, Tpec10, Tpec16 e Tpec18). Porém, apds a décima sexta
rodada de genotipagem, verificou-se uma dificuldade em obter gendtipos consenso
para os locos Tpec10 e Tpec18 para ambas as espécies e optou-se também por
excluir esses locos. Como restaram apenas quatro locos (Tpec3, Tpec4, Tpec5 e
Tpec16), foram feitos testes de amplificacdo do loco heterdlogo SW444, a fim de
aumentar o numero de locos para as analises subsequentes. Os sucessos de
amplificagdo e genotipagem obtidos para este loco, para queixadas, foram 17,86% e
59,79%, respectivamente; e, para catetos, 17,29% e 39,76%.

Ao final de 19 rodadas de genotipagem, foi possivel obter gendtipos
consensos para 17 amostras de catetos (das 19 amostras iniciais) e para todas as
16 amostras de queixadas. O numero de gendtipos consenso obtidos para cada loco
variou de seis (loco Tpec16) a 12 amostras (loco SW444) para queixadas e de cinco

(loco Tpec4) a 18 (loco Tpecd) para catetos (Tabela 4).
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Tabela 4- Numero de gendtipos consenso obtido para cada loco de microssatélite

para cada espécie.

Locos T.pecari P. tajacu
Tpec 3 10 11
Tpec 4 8

Tpecb 11 18
Tpec 16 6

Sw 444 12 7

4.2 Estimativa de diversidade genética, endocruzamento e gargalo
populacional recente

Com base nos gendtipos consenso obtidos, foram calculados o numero de
alelos e as heterozigosidades esperada e observada para cada loco em cada
espécie (Tabela 5). Para ambas as espécies os locos foram polimérficos com
numero médio de alelos de 2,60 para queixadas e de 2,80 para catetos. As riquezas
alélicas médias obtidas foram similares aos numeros de alelos médios nas duas
espécies: 2,39 para queixadas e 2,54 para catetos. As heterozigosidades médias,
observada e esperada, foram de 0,50 e 0,41 para queixadas e de 0,48 e 0,38 para
catetos, respectivamente. Comparando-se as duas espécies, nao foram encontradas
diferencgas significativas para riqueza alélica (Z = -0,13; p = 0,89), numero de alelos
(Z = -0,58; p = 0,56), heterozigosidade esperada (Z =-0,4; p = 0,69) e observada (Z
= 0,00; p = 1,00), indicando que os niveis de diversidade genética foram similares

nas duas espécies.
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Tabela 5- Descrigdo do numero de individuos (N) utilizados na analise, do numero
de alelos (Na), da riqueza alélica (Ra), das hetetozigosidades observada (Ho) e a
esperada (He) e do valor de p do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (pHW) para
as duas espécies para os cinco locos de microssatélites analisados.

Tayassu pecari Pecari tajacu

Loco N Na Ra Ho He pHW N Na Ra Ho He pHW
Tpec3 10 2 200 060 042 0,17 11 2 1,93 0,18 0,30 0,20
Tpec4d 8 2 1,75 0,12 0,42 0,85 5 3 3,00 080 058 042
Tpec5 11 2 1,92 0,09 0,24 0,04 16 2 1,80 0,25 0,22 0,57
Tpecl6 6 3 3,00 067 065 0,06 6 2 1,83 0,17 0,45 0,82
SwW444 12 4 396 1,00 0,61 0,05 7 5 414 1,00 0,67 0,63
Média 9,40 260 252 050 0,41 - 9,00 280 2,54 048 0,38

(EP) (1,07) (0,40) (0,42) (0,17) (0,10) (2,02) (0,58) (0,46) (0,17) (0,10)

Nao foram observados desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg
para ambas as espécies (p > 0,02, de acordo com a corre¢do de Benjamini e
Yekutieli, 2001; Tabela 5), com exceg¢ao do loco SW444 para T. pecari (p = 0,0034).
Isso pode ter ocorrido devido ao excesso de heterozigotos observado para este loco
(Ho= 1,00 e He= 0,61). Nao foi possivel realizar o teste para o loco Tpec4 em
queixadas e para o loco Tpec16 em catetos pelo fato de ambos os locos
apresentarem apenas dois alelos e um deles ter sido manifestado apenas uma vez e
em heterozigose. Nenhuma evidéncia para alelos nulos ou para outros erros de
genotipagem (devido a dropout e stuttering) foi encontrada para os locos analisados
em ambas as espécies. Também ndo houve desvio significativo ao equilibrio de
ligagdo nas duas espécies (p > 0,01, de acordo com a corregdo de Benjamini &
Yekutieli, 2001).

O coeficiente de endocruzamento (Fis) obtido para queixadas foi de -0,16,
variando de -0,62 (loco SW444) a 0,64 (loco Tpec5) e para catetos, de -0,18,
variando de -0,42 (loco SW444) a 0,50 (loco Tpec3; Tabela 6). Para ambas as
espécies, ndo houve evidéncia de Fs positivo e significativamente diferente de zero,
nem para a populagdo como um todo (p > 0,02, de acordo com a corregao de
Benjamini & Yekutieli, 2001), nem para cada um dos locos analisados (p > 0,05). O

loco SW444 em queixadas apresentou um F;s negativo e significativamente diferente



27

de zero (p = 0,01), o que deve ter ocorrido pelo fato deste loco, como dito

anteriormente, possuir um excesso de heterozigotos (H, = 1,00 e He = 0,61).

Tabela 6- Valor do coeficiente de endocruzamento (F;s) para os cinco locos de

microssatélites analisados para as duas espécies.

Locos Tayassu pecari Pecari tajacu
Tpec3 -0,38 0,50
Tpec4 0,00 -0,28
Tpec5 0,64 -0,11
Tpec16 0,07 0,00
SwW444 -0,62 -0,42
Total -0,16 -0,18

Os resultados dos testes de gargalo populacional para excesso de
heterozigosidade estdo apresentados na Tabela 7. Para catetos, ndao houve
evidéncia de gargalo populacional recente para nenhum dos modelos assumidos
(teste de Wilcoxon, p > 0,05). Para queixadas, entretanto, para os modelos de IA e
TP, os testes mostraram evidéncia de gargalo (teste de Wilcoxon, p < 0,05)

enquanto para SM nao (teste de Wilcoxon, p > 0,05).

Tabela 7- Valores de p resultantes dos testes de Wilcoxon para excesso de
heterozigosidade para cada um dos modelos assumidos: IA (infinite alleles), SM
(stepwise mutation) e TP (two-phase). Para este ultimo, foi assumida uma proporgao
de 70% de mutagdes pelo modelo SM (% de SM).

Espécie Modelo % de SM p
IA - 0,01

T. pecari SM - 0,11
TP 70 0,03
IA - 0,40

P. tajacu SM 0,97

TP 70 0,89
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5. DISCUSSAO

A populagéo de queixadas e a populacao de catetos de Estagao Ecoldgica de
Caetetus (EEC) apresentaram niveis similares de diversidade genética, contrariando
a hipoétese inicial de que a diversidade seria maior em catetos do que em queixadas.
Uma possivel explicagdo para isso estaria relacionada a amostragem dos bandos de
catetos. Além de terem sido amostrados poucos individuos por bando na maioria
dos bandos amostrados, nem todos os bando presentes na EEC foram amostrados.
Isso poderia ter aumentado as chances de alelos raros na populagao nao terem sido
amostrados.

Os niveis médios de diversidade genética obtidos neste estudo para
queixadas (riqueza alélica = 2,39, heterozigosidade observada = 0,50 e
heterozigosidade esperada = 0,41) foram similares aos obtidos por Rufo (2012) para
0s mesmos locos de microssatélites (riqueza alélica = 2,8, heterozigosidade
observada = 0,42 e heterozigosidade esperada = 0,44). Vale ressaltar que Rufo
(2012) estudou duas populagdes de queixadas do Pantanal Sul-matogrossense, em
areas tidas como bem conservadas e onde a espécie nédo é considerada ameacgada.
Ja em estudos anteriores, realizados para queixadas por Biondo et al. (2011) e para
catetos por Cooper et al. (2010), os valores encontrados para riqueza alélica, e para
heterozigosidade observada e esperada foram um pouco superiores do que 0s
encontrados neste estudo. Biondo et al. (2011) encontraram, em duas populagdes
de queixadas do Pantanal Sul-matogrossense e para sete locos microssatélites,
rigueza alélica de 4,97, heterozigosidade observada de 0,59, e heterozigosidade
esperada de 0,57. Cooper et al. (2010) encontraram em trés populag¢des de catetos
do Texas (EUA) e para 11 locos microssatélites, riqueza alélica de 5,9,
heterozigosidade observada de 0,61, e heterozigosidade esperada de 0,65, ao
passo que neste estudo, foram encontrados valores de riqueza alélica de 2,54,
heterozigosidade observada de 0,48 e heterozigosidade esperada de 0,38 para esta
mesma espécie. Porém, deve-se ter cuidado ao comparar esses valores com os do
presente estudo, pois os locos utilizados foram diferentes, tanto os do estudo de
Cooper et al. (2010) quanto os do estudo de Biondo et al. (2012).

Ao contrario do que se esperaria para populagdes isoladas em fragmentos

florestais e novamente contrariando a hipotese inicialmente proposta, nao foi
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encontrada evidéncia de endogamia para ambas as espécies. A ocorréncia de
endogamia pode estar associada a gargalos populacionais, que diminuem o numero
de individuos na populagdo diminuindo também as possibilidades de acasalamento
entre individuos nédo aparentados (FRANKHAM et al., 2008). Pecari tajacu n&o
apresentou resultados positivos para gargalo populacional, portanto, na auséncia de
acasalamentos preferenciais, era de se esperar que nao fossem encontradas
evidéncias de endogamia. Além disso, o fato de haverem varios bandos da espécie
na area e a possibilidade de fluxo génico entre eles poderia diminuir as chances de
eventos reprodutivos entre individuos aparentados.

Entretanto, Tayassu pecari apresentou evidéncia de gargalo recente para dois
dos modelos de mutagao testados (IA e TP). A ocorréncia de gargalo em queixada,
mas nao em cateto pode estar de acordo com as diferengas comportamentais e
ecologicas das espécies. As queixadas se movimentam pela paisagem em uma
escala muito maior do que catetos (FRAGOSO, 1999), além de como dito
anteriormente, possuirem uma area de vida maior (de 1.500 a 20.000 ha — KILTIE;
TERBORH, 1983; FRAGOSO, 1998; CARRILO et al., 2002; KEUROGHLIAN et al.,
2004; enquanto catetos apresentam area de vida de 50 a 700 ha — SOWLS, 1984,
JUDAS; HENRY, 1999; KEUROGHLIAN et al., 2004). Por conta disso, as queixadas
podem ter sofrido mais os impactos da fragmentagdo da area do que catetos,
apresentando uma reducdo no tamanho populacional. A area da EEC é de 2.178 ha
e, segundo Chiarello et al., (2000), reservas de ~2000 ha ndo s&o suficientemente
grandes para manter populagdes de espécies de mamiferos de grande porte, como
0 caso das queixadas. Além disso, na EEC, o unico bando de queixadas presente
utiliza quase toda a area da Unidade (cerca de 85%, segundo KEUROGHLIAN et al.,
2004). Pode ser entdo, que realmente fosse necessaria uma area maior para que a
populagcdo mantivesse suas necessidades ecoldgicas.

Outro fator que também poderia estar contribuindo para uma redugao
perceptivel no tamanho populacional em queixadas, mas ndo em catetos, seria a
caga; ja que ha registros de caga na area (TABANEZ et al., 2005) e de que catetos
seriam mais resistentes a essa ameaca do que queixadas. Isso se deve ao fato de
catetos ndo serem tao socialmente coesos como as queixadas (SOWLS, 1997), o

gue os torna menos susceptiveis a caga, pois menos individuos seriam mortos ao
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mesmo tempo, ao contrario das queixadas em que ja foi documentada a morte de
80 individuos de uma unica vez durante um evento de caca (PERES, 1996).

Porém, embora tenha sido observado que as queixadas podem ter sofrido um
gargalo populacional de fato, ndo houve evidéncia de endogamia para esta espécie.
Isto poderia estar relacionado ao fato de estar sendo verificado um gargalo que
ocorreu recentemente e pode ser que ainda ndo tenha dado tempo suficiente de
aparecerem evidéncias da perda de heterozigotos na populagéo relacionada a
endogamia.

Assim, seria interessante saber em quantas geragbes é possivel notar
mudancgas significativas na diversidade genética em decorréncia de eventos
estocasticos para catetos e queixadas; pois pode ser que ndo tenham sido
encontrados resultados como os esperados para pequenas populagdes, neste
trabalho, apenas pelo fato de ainda ter dado tempo suficiente para que tais
diferencas pudessem ser notadas. Além disso, os parametros genéticos podem
variar de espécie para espécie dependendo do sistema de acasalamento, estrutura
social, modo de distribuicdo e modo de disperséo (SILVA, 2007). Portanto, uma
reamostragem na area (pelo menos 16 anos depois da primeira amostragem) seria
de grande importancia para entender o tempo e o numero de geragdes necessarias
para que as mudancgas na diversidade genética se manifestem nestas espécies.

Os resultados obtidos podem estar relacionados também com histérico que
envolve a area de estudo. A ocupacédo do Estado de Sao Paulo ocorreu em funcéo
da chamada marcha do café, em diregdo ao interior (SILVA, 1990). Nos ultimos 20
anos do século XIX, o oeste paulista, muito conhecido por suas terras férteis, ja era
uma regido muito famosa pela grande producao de café, como € o caso das cidades
do entorno da EEC (PEREIRA, 1990). A ocupacdo da regido em fungdo da
agricultura cafeeira levou ao desmatamento de uma porg¢ao significativa de mata
nativa, alterando as configuragbes da paisagem. Um dos grandes produtores de café
da regido na época era Olavo Amaral Ferraz, que comprou terras na chamada
Fazenda Paraiso, atual EEC. Na época, a area adquirida foi de 3.028 alqueires
(aproximadamente 7.315 ha). Pelo fato de Olavo ser um amante da caga esportiva
ele deixou cerca de 30% (aproximadamente 2.187 ha) da mata inicial para que
pudesse ser praticada a cacga. Se for levado em consideragcdo que o estudo foi

realizado entro o periodo de 1994 a 1996, pode-se afirmar que a fragmentagao
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ocorreu a aproximadamente 67 anos daquela data. Quanto ao efeito da
fragmentacao, nado se sabe ao certo se ela causou o isolamento das populagdes ja
nos primeiro anos; pois ndo se sabe se haviam restados fragmentos proximos que
possibilitassem o fluxo de individuos entre esses fragmentos e a EEC. Apenas se
sabe que houve uma reducao da area de mata em relacado ao total que foi adquirido
por Olavo Ferraz. E em caso de ter havido mesmo esses fragmentos préximos, néo
se sabe até quando eles se mantiveram intactos e permitindo o fluxo génico com a
EEC.

Atualmente, sabe-se de um fragmento (Fazenda Rio Claro) com registro de
presencga de catetos (CULLEN et al., 2000) a aproximadamente 50 km em linha reta
da EEC; porém, ndo se tem registro de que individuos da espécie sejam capazes de
cruzar a matriz e chegar até este fragmento e vice-versa. Para queixadas, a situagao
€ mais drastica, sendo que o fragmento mais préximo em que existe registro de sua
ocorréncia esta a aproximadamente 160 km em linha reta da EEC (na Fazenda
Barreiro Rico, ANTUNES; ESTON, 2009). Embora se saiba que queixadas andem
em torno de 5-10 km por dia (ALTRICHTER et al., 2002; KILTIE; TERBORGH, 1983)
e sejam capazes de manter fluxo génico entre populag¢des distantes em 80 km em
linha reta em regides bem conservadas (BIONDO et al., 2011), também n&o se tem
registro de que esta espécie possa usar a matriz perturbada do entorno da EEC para
chegar a outros fragmentos. Embora hoje a EEC seja considerada um fragmento
isolado para estas espécies (A. Keuroghlian, Comunicagédo Pessoal), ndo se sabe
até quando a matriz do entorno da Estacéo foi favoravel ao fluxo génico dessas
espécies, por exemplo, com os fragmentos citados acima. Entdo, pode ser que o
isolamento completo da area ndo tenha se dado imediatamente ha 67 anos antes da
data de amostragem, mas em um tempo mais atual, ndo permitindo ainda a
identificacdo dos sinais genéticos relacionados a auséncia de fluxo génico e a
reducédo no tamanho populacional.

E importante deixar claro que o fato de nado ter sido evidenciado gargalo
populacional em catetos e ocorréncia de endogamia em ambas as espécies, ndo se
pode afirmar que essas populagdes nao estejam sofrendo com efeitos da
fragmentacao. Conforme discutido acima, pode nao ter havido tempo suficiente para
que essas evidéncias se manifestassem, ou ainda que a amostragem nao tenha sido

suficiente para que elas fossem detectadas.
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De todo modo, este trabalho € um ponto de partida na avaliacdo da
diversidade genética dos Tayassuideos presentes na ECC e pode contribuir para um
monitoramento genético de longo prazo destas populagdes; que se trata de uma
comparacao entre medidas obtidas através de dados coletados no passado com
dados recentes, o que pode nos fornecer informagdes a cerca de mudancgas na
variabilidade genética ao longo do tempo (SCHWARTZ, 2007). Além disso, estudos
avaliando a estrutura populacional genética dos fragmentos restantes no oeste
paulista em que ainda se tem registro de catetos e queixadas e a EEC seriam de
grande valia para verificar se essas populagdes encontram-se diferenciadas
geneticamente ou ndo. Se nao estiverem diferenciadas, as populagbes desses
outros fragmentos podem ser fontes para a translocagao de individuos para a EEC e
vice-versa. Esse fluxo génico artificial poderia manter ou mesmo melhorar os niveis

de diversidade genética nessas populagoes.
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6. CONCLUSAO

Ambas as espécies apresentaram niveis similares de diversidade genética,
contrariando a hipotese inicial de que catetos teriam uma diversidade maior do que
queixadas. Esse resultado pode estar relacionado com a amostragem de poucos
bandos de catetos, dentre os varios possivelmente existentes na area, e de poucos
individuos por bando; o que pode ter aumentado as chances de alelos mais raros na
populacao nao terem sido amostrados.

Evidéncias de endogamia ndo foram detectadas para ambas as espécies. Em
Pecari tajacu, isso pode ser resultado de ndo ter sido observada ocorréncia de
gargalo populacional, além do fato de haverem varios bandos na area o que diminui
chances de acasalamentos entre individuos aparentados, se houver fluxo entre os
bandos. Ja Tayassu pecari apresentou evidéncia de gargalo recente, o que pode
estar relacionado com sua maior vulnerabilidade a fragmentacédo e a caga, em
relagdo aos catetos, por conta de suas caracteristicas ecoldgicas e comportamentais
(formacgao de bandos grandes e coesos e que necessitam de grandes areas de vida
para sobreviver). Entretanto, esta espécie ndo apresentou evidéncia de endogamia,
0 que pode estar relacionado ao fato de que foi testado um gargalo populacional
recente e que ainda nao tenha dado tempo suficiente de aparecerem evidéncias da
perda de heterozigotos na populagao relacionada a endogamia.

O fato de nao ter sido encontrada evidéncia de gargalo populacional em
Pecari tajacu e endogamia em ambas as espécies, nao leva a afirmacéo de que as
populagdes ndo estejam sofrendo com o efeito da fragmentagdo. Como discutido
anteriormente, pode apenas nao ter havido tempo suficiente para que essas
evidéncias se manifestassem, ou ainda que a amostragem nao tenha sido suficiente
para que elas fossem detectadas.

Este trabalho € um ponto de partida para estudos de diversidade genética e
para o monitoramento genético de longo prazo destas populagcdes na Estagao
Ecoldgica de Caetetus. E novos estudos seriam de grande importancia para saber
em quantas geragbes é possivel notar mudancgas significativas na diversidade
genética em decorréncia de eventos estocasticos para catetos e queixadas. E,
também para avaliar a estrutura populacional genética dos fragmentos restantes no

oeste paulista em que ainda se tem registro de catetos e queixadas e a EEC, para
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verificar se essas populagbes encontram-se diferenciadas geneticamente ou néo,
para que no futuro possa ser realizado o manejo genético destas espécies nestes

fragmentos.
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