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“O segredo é nao correr atras das borboletas, é
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VOCé.

No final das contas, vocé vai achar ndo quem vocé
estava procurando, mas quem estava procurando
por vocé.”

(Mario Quintana)
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RESUMO

A fauna brasileira vem sendo constantemente ameacgada pelos desmatamentos e
fragmentacao das florestas. Em decorréncia disso, muitas populagbes se tornam
isoladas e pequenas o que pode trazer impactos na diversidade genética das
mesmas, tornando-as mais propensas a extingdo do que populagées grandes e
estaveis. Nesse trabalho, foi estimada a diversidade genética de queixadas
(Tayassu pecari) na regiao do Taboco, Corguinho (MS), uma area fragmentada; e as
estimativas geradas foram comparadas com estimativas prévias obtidas para duas
populagbes do Pantanal Sul-Matogrossense, bioma considerado mais bem
preservado e onde a espécie ndao esta ameacada. Um total de 18 amostras de
sangue e de 72 de pelos tiveram seu DNA extraido e amplificado para cinco locos
polimoérficos de microssatélites. Uma vez identificados os individuos, estimativas de
indicadores de diversidade genética (como numero de alelos, riqueza alélica,
heterozigosidades esperada e observada) e o coeficiente de endogamia Fs foram
calculados. Além disso, para verificar se as populagdes passaram por gargalo
populacional recente, foram utilizados os testes implementados no programa
Bottleneck. A populagdo analisada da regidao do Taboco ndo apresentou evidéncias
de gargalo populacional recente (p > 0,05) e nem de estar sofrendo com a
endogamia (Fs = 0,008; p > 0,022). Além disso, os niveis de diversidade genética
nesta populagédo (numero médio de alelos = 2,60; riqueza alélica média = 2,56;
heterozigosidades observada e esperada médias = 0,45 e 0,47, respectivamente)
foram estatisticamente similares aos encontrados previamente para as duas
populag¢des do Pantanal Sul-Matogrossense (p > 0,05); embora a regido do Taboco
seja mais impactada e a do Pantanal mais preservada. O fato de né&o ter sido
evidenciada perda de diversidade genética nao significa que a populagao nao esteja
sofrendo com a fragmentag&o. O que pode estar ocorrendo € que nao houve tempo
suficiente para que as mudangas pudessem ser detectadas ou que esteja havendo
fluxo génico com populagdes de fragmentos proximos, 0 que manteria os niveis de
diversidade. Assim, medidas de conservacao tanto do habitat, quanto da espécie
devem ser implantadas visando manter os niveis de diversidade genética

observados.

Palavras-chave: Tayassu pecari, fragmentacéao, diversidade genética



ABSTRACT

The Brazilian fauna has been constantly threatened by deforestation and
forest fragmentation. As a result, many populations become isolated and small which
negatively impacts their genetic diversity, putting them at a higher risk of extinction
than large and stable populations. The aim of this work was to estimate the genetic
diversity of white-lipped peccaries (Tayassu pecari) in the region of Taboco
(Corguinho, MS), a fragmented area; and to compare these estimates with that
obtained previously for two populations from Brazilian Pantanal, which is considered
a relatively well-preserved biome and where the species is not threatened. A total of
18 blood and 72 hair samples of white-lipped peccaries had their DNA extracted and
amplified for five polymorphic microsatellite loci. With the individuals identified,
genetic diversity indicators (such as number of alleles, allelic richness, expected end
and observed) and the inbreeding coefficient FIS were calculated. In addition, to
verify if the population suffered a recent population bottleneck, we used the tests
implemented in the program Bottleneck. The population of Taboco showed no
evidence of recent population bottleneck (p > 0.05) or inbreeding (Fis = 0.008; p >
0.022). In addition, the levels of genetic diversity in this population (mean number of
alleles = 2.60; mean allelic richness = 2.56 mean observed and expected
heterozygosities = 0.45 and 0.47, respectively) were statistically similar to those
found previously for the two populations from Pantanal (p > 0,05); although the
region of Taboco is more impacted than the Pantanal. Even though we showed no
evidence of loss of genetic diversity, it does not mean that the population is not
suffering with fragmentation; but that there was not sufficient time to evidence the
genetic changes. In addition, may be occurring gene flow with populations of nearby
fragments, which is maintaining the levels of diversity. Therefore, conservation
actions should be implemented to maintain the levels of genetic diversity observed to

this species in the area.

Keywords: Tayassu pecari, fragmentation, genetic diversity.
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1. Introducgao

Grande parte da fauna brasileira vem sendo constantemente ameacgada pelos
desmatamentos e fragmentacdo das florestas. Tais ameagas ocasionam perda e
mudanga na configuragdo do habitat (Fahrig, 2003). A configuragdo do habitat ou
sua alteracao influencia na presencga, abundancia (Verboom et al.,1991; Villard et al.,
1995), movimento (Sutcliffe e Thomas, 1996) e persisténcia (Hanski et al , 1995) das
espécies. A preocupacado com essas alteragdes € maior em relacao aos mamiferos
de grande e médio porte que necessitam de grandes areas para sobreviver e sdo
mais suscetiveis a cacga (Pardini et al., 2006). Isso porque, com a fragmentagao do
habitat, suas populagdes também se tornam fragmentadas, o que pode trazer
impactos na diversidade genética dessas populagbes. A extensdo desse impacto
depende de alguns fatores, tais como: numero de populagbes fragmentadas,
distribuicao geografica dessas populagdes, distancia entre os fragmentos, habilidade
de dispersdo das espécies e taxa de extingdo e recolonizacdo nos fragmentos
(Frankham et al., 2004). Com a fragmentagdo, o tamanho populacional pode se
tornar reduzido, o que coloca em risco a sobrevivéncia da populagdo; ja que
populagdes pequenas ou em declinio sdo mais propensas a extingdo do que
populacdes grandes e estaveis (Frankham et al., 2004).

O efeito gargalo, que é a reducdo drastica do tamanho de uma populagéo,
pode ocasionar perda de diversidade genética. Somado a isso, a agado da deriva
genética, que é mais pronunciada em popula¢des pequenas, pode levar tanto a
fixagdo quanto a perda de alelos reduzindo ainda mais a diversidade genética
(Primack e Rodrigues, 2001; Frankham et al. 2004). Outro aspecto importante a ser
considerado, € que a reducdo no tamanho populacional aumenta as chances de
endogamia (cruzamento entre parentes proximos). Em populagdes grandes existem
mecanismos que evitam a endogamia, como por exemplo, a dispersao dos
individuos do seu local de nascimento e a inibicdo de cruzamento entre parentes
devido a emissédo de odores; entretanto, em popula¢gées pequenas a endogamia é
inevitavel devido as poucas possibilidades de acasalamento (Primack e Rodrigues,
2001). O acasalamento entre parentes proximos reduz a variabilidade genética da
populacdo e pode levar a depressdo endogamica, que € frequentemente

caracterizada por uma redugéo no numero e na viabilidade da prole produzida (Ralls
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et al., 1988); ja que alelos nocivos presentes na geragao parental podem ser mais
facilmente herdados pela prole neste caso (Barret e Kohn, 1991).

Assim, populagdes que estdo em risco de extingao podem ter sofrido gargalo
populacional no passado e/ou passaram um longo periodo com tamanho
populacional pequeno e estdo mais sujeitas a agdo da deriva genética e a
endogamia, o que diminui sua diversidade genética. Todos esses fatores reduzem o
potencial de evolugdo da populacédo, deixando-a mais vulneravel a flutuagdes
demograficas devido a variacbes nas taxas de mortalidade e nascimento; e a
flutuagcdes ambientais devido a variagdes na pressdo de predacido, competicio,
incidéncias de doengas, suprimentos de alimentos e catastrofes naturais (Primack e
Rodrigues, 2001; Frankham et al. 2004). Segundo Spielman et al. (2004), sao
poucos 0s casos em que uma populagao se extingue sem antes sofrer impactos de
fatores genéticos.

Portanto, € de extrema importéncia estimar a ocorréncia de gargalos no
passado e medidas de taxa de endogamia e diversidade genética para que se
possam realizar planos de manejo e conservagcdao adequados (Frankham 2003).
Para a realizacdo de tais estimativas, podem ser utilizados os marcadores
moleculares. Neste projeto, serdo utilizados os marcadores microssatélites (Tautz e
Renz, 1984; Tauz, 1989), que sao sequéncias de DNA repetitivo “em tandem”, com
unidades de repeticgdo muito curtas, de 2 a 6 nucleotideos, como por exemplo, CA,
CAAC, GGAACC. Nesses marcadores, a variagao se da no numero de repeticoes
dessas unidades (Queller et al., 1993). S&do0 marcadores bastante indicados para
identificacéo individual e estimativas de diversidade genética, que sdo os objetivos
deste estudo, por serem muito polimoérficos, tendendo a ter muitos alelos e alta taxa

de heterozigosidade (Queller et al., 1993).

1.1. Caracterizacao da espécie

As queixadas (Tayassu pecari) sao conhecidas popularmente como porcos do
mato e estao classificadas em uma familia distinta da dos porcos domésticos devido
a diferengas morfolégicas e genéticas (Silva, 1984). Pertencem a familia
Tayassuidae (Ordem Cetartiodactyla, Classe Mammalia) e distribuem-se
geograficamente desde o sul do México até o norte da Argentina (Mayer e Wetzel,

1987). Vivem em bandos que podem exceder 100 individuos ocupando areas de
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vida de 1.500 a 20.000 hectares (Altrichter e Almeida, 2002; Keuroghlian et al.,
2004).

Os adultos podem medir 1,11 m de comprimento e de 0,40 a 0,50 m de altura
e apresentam a pelagem das costas com uma coloragdo negro-parda, com uma
grande quantidade de pélos brancos nas mandibulas e focinho (Fig. 1; Sowls, 1984;
Keuroghlian e Desbiez, 2010). A espécie € considerada nos trépicos como
preferencialmente frugivora (Desbiez et al., 2009; Keuroghlian e Eaton, 2009),
embora possa se alimentar de invertebrados em determinadas situacbes (Altrichter
et al., 2001). Queixadas desempenham uma importante fungcdo ecoldgica, sendo
predadoras de sementes e dispersoras em potencial (Keuroghlian e Eaton, 2008) e,
também, parte da dieta de grandes felinos (Cavalcanti e Geese, 2010); por esse

motivo, o seu declinio pode interferir na sobrevivéncia de outras espécies.

Figura 1 — Representacdo da queixada (Tayassu pecari).

As queixadas sao vulneraveis ao impacto da caga e uma possivel explicagao
para isso € que seus bandos costumam ser bastante coesos (Cullen et al., 2000) e,
quando ameacgadas, se juntam e enfrentam ao invés de fugirem prontamente
(Fragoso, 1994). Por viverem em bandos grandes e que necessitam de uma area
grande para sobreviver, as queixadas também estdo sujeitas aos impactos da
fragmentacao florestal (Redford e Robinson, 1991; Lovejoy et al., 1986; Chiarello et
al., 1999; Keuroghlian et al., 2004).
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Embora as queixadas ndo estejam classificadas pela IUCN como ameagadas
de extincdo, suas populagdes vém declinando e extingbes locais estdo ocorrendo
(Chiarello et al., 1999, Cullen Jr et al., 2000, Azevedo e Conforti, 2008, Galetti et al.,
2009). Recentemente, o Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade
(ICMBIio) as classificou como vulneraveis no Brasil como um todo. Em alguns
biomas, a situagdo € mais delicada: na Mata Atlantica, foram classificadas como
criticamente ameagadas e no Cerrado (que é o bioma foco deste estudo), como
ameacgadas (Keuroghlian et al., 2012), além de ter poucos estudos nesse bioma.
Este cenario demonstra a necessidade de elaboragdo de planos de manejo para a
conservagao desses animais. E a avaliacdo da diversidade genética de suas
populagdes teria uma aplicagao direta na elaboragao adequada de tais planos.

Até o momento, poucos estudos avaliaram o grau de diversidade genética de
populagdes naturais de queixadas. Como exemplo, podemos citar o estudo de
Biondo et al. (2011) que encontrou diversidade alélica de 5,0 e heterozigosidades
médias observada e esperada de 0,59 e 0,58, respectivamente, em duas
populagdes de queixadas do Pantanal da Nhecolandia, regido onde a espécie ainda

nao é tida como ameacada, para sete locos de microssatélites.
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2. OBJETIVO

Esse estudo teve como objetivo estimar a diversidade genética (numero de
alelos, riqueza alélica, heterozigosidades esperada e observada), o grau de
endogamia e avaliar a possivel ocorréncia de gargalo populacional recente em uma
populagcdo de queixadas (Tayassu pecari) da regiao do Taboco, municipio de
Corguinho — MS, localizada no planalto que circunda a bacia Pantaneira.

Como a regido do Taboco é bastante impactada por atividades humanas e
pertence ao bioma Cerrado, em que a espécie é classificada como ameacgada,
esperava-se encontrar evidéncias de gargalo populacional recente e endogamia,
além de baixos niveis de diversidade genética. Para verificar se os indices de
diversidade obtidos realmente eram baixos, as estimativas geradas foram
comparadas com as estimativas de Rufo (2012) para duas populagbes do Pantanal
Sul-Matogrossense, bioma considerado mais bem preservado e onde a espécie nao
esta ameacada.

Por fim, espera-se que os dados aqui gerados possam ser uteis para
determinar a fragilidade dessa populagdo bem como para elaboragcédo de planos de

manejo e conservacgao adequados para a espécie na area.
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3. METODOLOGIA

3.1. Area de estudo

O distrito de Taboco pertence ao municipio de Corguinho, que se localiza no
estado do Mato Grosso do Sul. Corguinho possui uma area de aproximadamente
528 km 2. E uma regi&o de cerrado localizada no planalto que circunda o Pantanal e
onde nasce o rio Taboco e o Rio Negro, dois principais afluentes do Rio Paraguai
que fluem para o Pantanal. Durante os ultimos 50 anos, cerca de 60% do cerrado da
regiao foi devastado para dar lugar as culturas agricolas e pastagens (Harris et al.,
2005; MMA, 2009). O resultado é uma paisagem fragmentada que pode ter um
impacto negativo tanto na fauna quanto na flora da regido. Alguns fragmentos
grandes persistem na regido e abrigam populagdes de espécies de paisagem (e.g.
queixadas, ongas pardas, araras azuis, etc), consideradas importantes para a
conservagao, por ocuparem grandes areas de vida. Conservando essas espécies,

varias outras que ocupam a mesma area sao conservadas como consequéncia.

3.2. Amostragem e procedimento laboratorial

Amostras de sangue foram coletadas na regido do Taboco, municipio de
Corguinho, MS, pela equipe da Dra. Alexine Keuroghlian da WCS-Brasil. O processo
de captura dos animais para coleta de amostras foi facilitado pela instalacdo de
cevas em area que as queixadas costumam frequentar. Caixa-armadilhas e
chiqueiros portateis (250 x 170 cm) foram colocados nessas areas e iscados com
sal, milho, mandioca e frutos nativos. Os animais foram anestesiados na armadilha
com zolazepam e tiletamina (Zoletil, 0.9mI/10kg) aplicados com uma zarabatana.
Para cada animal, foram determinados o sexo, a idade (baseando-se na arcada
dentaria, Keuroghlian & Desbiez 2010) e instalado um microchip (subcutaneamente),
para identificagdo de recapturas. As amostras de sangue (cerca de 4 ml) foram
coletadas em tubos a vacuo contendo EDTA e congelados a -20°C. Essas amostras
tiveram seu DNA extraido por meio de um protocolo com proteinase K e fenol-
cloroférmio (Sambrook et al., 1989). Um total de 18 amostras foi coletado.

Além disso, amostras de pelos também foram coletadas a partir da instalagao
de armadilhas de pelos em lugares onde os animais costumam frequentar. As
armadilhas foram instaladas, conforme descrito em Biondo et al. (2010), também
pela equipe da Dra Keuroghlian. Tais amostras foram conservadas a -20°C em
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envelopes de papel até o momento da extracdo de DNA. Um total de 72 pélos com
raiz foi coletado. Os primeiros 49 pelos coletados tiveram seu DNA extraido

seguindo o seguinte protocolo:

1- Colocar em um tubo de 1,5 mL devidamente rotulado, o bulbo de um pélo

2- Adicionar 250 ul de tampéo de digestao (163,5ul de H-0, 2,5 ul de TrisHC 1M,
20 ul de NaCl 5M, 50 ul de EDTA 0,5M, 12,5 pl de SDS 10%, 1,5 ul de
RNAase 0,1mg/ml), 25 ul de proteinase K e 10 ul de ditiotreitol (DTT);

3- Vortexar e deixar 55°C overnight ou até que esteja completamente digerido;

4- Adicionar 360 ul de NaCl 5M e vortexar bem;

5- Centrifugar por 30 minutos na velocidade maxima;

6- Recuperar o sobrenadante e transferir para um tubo de 1,5mL devidamente
rotulado, adicionar igual volume de isopropanol gelado;

7- Incubar as amostras a -20°C por 1h;

8- Centrifugar por 20 minutos na velocidade maxima e descartar o
sobrenadante;

9- Adicionar 300 pl de etanol 70%;

10-Centrifugar por 5 minutos, descartar o sobrenadante e deixar secar na estufa
de um dia para o outro ou até estar completamente seco;

11-Adicionar 25 pl de TE e armazenar a -4°C

Como o sucesso de amplificacdo dessas primeiras amostras foi baixo,
visando aumentar o sucesso de amplificacdo, os 23 pelos restantes tiveram seu
DNA extraido utilizando-se um kit comercial especial para extracdo de amostras
forenses, ou seja, com DNA bastante degradado e em pouquissima quantidade. O
kit usado foi o Invisorb Spin Forensic Kit (Invitek) e as extracbes foram feitas de
acordo com o protocolo sugerido pelo do fabricante.

Para verificar o sucesso das extracbdes e quantificar o DNA das amostras de
sangue, 1,0 ul de cada amostra foi carregado em gel de agarose 1% em tampao
TBE 0,5X a 100 V, junto com trés padroes de DNA de concentragdes conhecidos de
62,5; 125; 250 ng/ul. As amostras e os padrdes foram carregadas no gel com 2,0 pl
de uma solugao de tampao de aplicagéo e Gel Red (1:500, Biotium) na proporgéo de

1:1. A visualizagdo das bandas foi feita em transiluminador UV. Uma aliquota de
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cada amostra de DNA foi diluida em agua Milli Q para 20 a 30 ng/ul para utilizagdo
nas reagdes de PCR. Como no caso das extracoes das amostras de pelo, a
quantidade de DNA obtida foi pequena, nao foi realizada essa quantificagdo, sendo
que as amostras foram utilizadas diretamente nas reagdes de PCR, sem diluigao.

Cinco locos polimorficos de microsatélites com primers desenvolvidos para
queixadas foram amplificados pela técnica de PCR (do inglés Polymerase Chain
Reaction): Tpec3, Tpec4, Tpecb, Tpec16 e Tpec18 (Dalla Vecchia et al., 2011).
Esses locos foram selecionados, dentre os disponiveis para a espécie, por serem 0s
que amplificam com maior facilidade em amostras de pelos (C. Biondo,
Comunicacéo Pessoal). Os primers forward foram confeccionados com uma cauda
5’-M13 de acordo o método de marcagao universal (5CACGACGTTGTAAAACGAC
3’; Boutin-Ganache et al., 2001).

Para as reagbes de PCR das amostras de sangue, foram usados 1,5 ul de
DNA (20-30 ng/ pl); 1,2 yl de tampéo (10X — Pharmacia); 1 pyl de dNTPs (2mM
cada); 0,4 ul de MgCI2 (25 mM); 0,1 ul de Taq polimerase (5 U/ ul - Pharmacia); 0,3
Ml do primer R (10 mM); 0,2 ul do primer 14 M13 (10 mM, marcado com
fluorescéncias TET, HEX ou FAM; Applied Biosystems); 0,1 pl do primer F (10 mM)
e 7,2 ul de agua Milli Q, totalizando um volume de 12 ul. A amplificacao foi feita a
95°C por 5 min.; 35 ciclos de 94°C por 30 seg., TH por 30 seg., 72°C por 30 seg.; e
72°C por 10 min. TH é a temperatura de hibridacdo dos primers e foi de 58°C para
os locos Tpec3, Tpec4 e Tpec5, de 52°C para o Tpec16 e de 54°C para o Tpec18.

Para as reagbes de PCR das amostras de pelos, para o loco Tpec3, foi
utilizado um volume de 12 ul contendo: 1,5 ul de DNA, 1,2 ul de tampéo de PCR
(10x, Invitrogen), 1,0 yl de dNTPs (2 mM cada), 1,2 yl de MgCl, (50 mM), 0,5 ul de
BSA, 0,3 ul de primer reverse (10 mM), 0,2 pl de primer M13 fluorescente (10 mM;
FAM, HEX, TET ou NED; Applied Biosystems), 0,1 ul de primer forward (10 mM), 0,1
ul de Platinum Taq DNA polimerase (5 U/ml, Invitrogen) e 5,9 pl de agua MilliQ. O
programa de amplificagdo foi: desnaturacgéao inicial a 95°C por 5 min, 45 ciclos de
94°C por 30 s, 45°C por 30 s e 72°C por 30 s, seguidos de uma extensao final a
72°C por 10 min. Como o volume de DNA obtido por extragao de pelo é pequeno, a
fim de economizar DNA, as PCRs para os locos Tpec5/Tpec16 e os locos
Tpec4/Tpec18 foram feitas em multiplex em volumes de 25 ul contendo: 2,0 ul de
DNA, 2,4 ul de tampao de PCR (10x, Invitrogen), 2,0 ul de dNTPs (2 mM cada),
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2,4 pl de MgCl; (50 mM), 1,0 pl de BSA, 0,3 ul de primer reverse 1 (10 mM), 0,3
pl de primer reverse 2 (10 mM), 0,4 ul de primer M13 fluorescente (10 mM; FAM,;
Applied Biosystems), 0,1 pl de primer forward 1(10 mM),0,1 ul de primer forward 2
(10 mM), 0,2 ul de Platinum Taq DNA polimerase (5 U/ml, Invitrogen) e 13,8 ul de
agua MilliQ. O programa de amplificagdo utilizado foi o mesmo descrito acima para o
loco Tpec3.

Apods a amplificagao, 2ul do produto foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 2,0% em TBE 0,5X a 80V. Para verificar o tamanho dos fragmentos
amplificados, foi adicionada uma amostra de 1ul de um marcador padrdo de
tamanho, ladder de 100 pares de bases (Invitrogen). Tanto as amostras, quanto o
marcador padrao, foram carregados no gel com 1,5 pl de uma solugao de tampéo de
aplicacao e Gel Red (1:500, Biotium) na proporgao de 1:1. Os produtos amplificados
com sucesso foram genotipados no sequenciador automatico ABI 3730 (Applied
Biosystems) e tiveram seus alelos identificados pelo programa GeneMarker
(Softgenetics). Para as amostras de pelos, por se tratar de uma técnica nao invasiva,
foi utilizada a técnica de multiplos tubos (Taberlet et al., 1996), para minimizar os
efeitos dos erros de genotipagem. No minimo trés amplificacbes e genotipagens

independentes para cada amostra foram realizadas.

3.3. Anadlises de dados

Como nao se sabe ao certo de que individuos as amostras de pelo obtidas
sdo provenientes, utilizou-se o programa GIMLET 1.3.3 (Valiére, 2002) para
identificar gendtipos idénticos. Quando foram encontradas amostras com o mesmo
gendtipo em todos os locos, elas foram classificadas como um mesmo individuo e
apenas uma delas foi utilizada nas analises subsequentes. Esta analise foi feita com
todas as amostras incluidas, tanto as de sangue quanto as de pelo. Com os
individuos identificados, os gendtipos obtidos para cada loco foram analisados,
inicialmente, no programa MICRO-CHECKER (van Oosterhout et al., 2004) para
verificacdo de possiveis erros de genotipagem devido a presenga de alelos nulos,

dropout ou stuttering.

Os indicadores de diversidade genética (nUmero de alelos, heterozigosidades
esperadas e observadas) foram calculados no programa GENALEX 6.1 (Peakall e

Smouse, 2006). O programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002) foi utilizado para calcular
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a riqueza alélica e o coeficiente de endogamia Fis e também para testar se o
coeficiente encontrado foi significativamente diferente de zero. Para este teste, foi
utilizada a corregao para multiplas comparagdes proposta por Benjamini e Yekutieli
(2001). O programa GENEPOP 3.4 (Raymond e Rousset, 1995) foi utilizado para
avaliar se os locos utilizados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg e de ligagéao,
por meio de um teste exato que utiliza o método da cadeia de Markov. Para estes
testes, também foi aplicada a correcéao de Benjamini e Yekutieli (2001).

Para verificar se populacdo estudada passou por gargalo populacional
recente, foi utilizado o programa BOTTLENECK (Piry et al., 1999). Neste programa,
os testes podem ser feitos assumindo-se trés modelos de mutagao: infinite alleles
(IAM; Kimura e Crow, 1964), stepwise (SMM; Ohta e Kimura 1973) e two-phase
(TPM; Di Rienzo et al., 1994). Como os modelos SMM e TPM tém sido descritos
como mais apropriados para microssatélites (Di Rienzo et al., 1994; Luikart e
Cornuet, 1998), neste trabalho, o teste de gargalo populacional foi feito assumindo
esses modelos. No caso do modelo TPM, assumiu-se uma proporcado de 70% de
mutag¢des de um unico passo e 30% de mutagdes de mais de um passo. Dentre os
testes disponibilizados pelo programa, utilizou-se o teste de Wilcoxon por ser mais
apropriado e robusto para conjuntos de dados com menos de 20 locos (Piry et al.,
1999).

Os indicadores de diversidade genética obtidos para a populacdo estudada
foram comparados com os obtidos por Rufo (2012), para os mesmos locos de
microssatélites para duas populagbes do Pantanal Sul-Matogrossense, usando o
teste ndo paramétrico de Friedman, calculado no programa estatistico SPSS 13.0
(SPSS Inc.).
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4. RESULTADOS

4.1. Sucesso de amplificagcdo e genotipagem e identificagao individual
das amostras

Todas as 18 amostras de sangue obtidas foram extraidas com sucesso e
puderam ser genotipadas para os cinco locos de microssatélites. Ja no caso das
amostras de pelos, em que o DNA encontra-se, geralmente, em pequena quantidade
e bastante degradado, nao foi possivel amplificar e genotipar com sucesso todas as
72 amostras obtidas. Inicialmente, como modo de avaliar o sucesso de amplificagao
dos pelos, as amostras foram amplificadas e genotipadas para o loco Tpec5. Este
loco foi escolhido para isso por ser um loco que produz fragmentos pequenos e,
portanto, com maior sucesso de amplificacdo em amostras ndo invasivas. As
amostras que apresentaram sucesso neste primeiro teste foram entdo amplificadas
para os outros locos. Nesse teste inicial, o sucesso de amplificacdo e genotipagem
para esse loco foi relativamente baixo, sendo de 37,5% (27 amostras em 72).

A partir das 27 amostras que amplificaram com sucesso na primeira rodada
de genotipagem para o loco Tpecb, foram feitas mais rodadas de amplificagdo e
genotipagem para este loco e a primeira rodada para os demais locos. Com estes
resultados, foi possivel verificar que algumas amostras, embora tenham amplificado
na primeira rodada para o loco Tpec5, ndo amplificaram nas outras rodadas para
este loco e nem na primeira rodada para os demais locos. Com o intuito de nao
desperdicar esforgo laboratorial em amostras com baixissimo sucesso de
amplificacdo, dez amostras foram excluidas das demais rodadas de amplificagédo e
genotipagem para todos os locos. Assim, a partir das 17 amostras restantes, foi
possivel calcular o sucesso de amplificagdo na primeira rodada de genotipagem
para cada um dos demais locos analisados. O sucesso de amplificagdo foi de
23,52% (quatro amostras em 17) para o loco Tpec3; 41,17% (sete amostras em 17)
para o loco Tpec4; 17,64% (trés amostras em 17) para o loco Tpec16 e 41,17%
(sete amostras em 17) para o loco Tpec18.

Ao total, foram realizadas quatro rodadas de amplificacao e genotipagem para
cada loco e amostra para determinacdo dos gendtipos consenso. O sucesso de
obtengao de gendtipos consenso para cada um dos locos foi: 17,64% (trés amostras

em 17) para o loco Tpec3; 23,52% (quatro amostras em 17) para o loco Tpec4;
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52,94% (nove amostras em 17) para o loco Tpec5; 23,52% (quatro amostras em 17)
para o loco Tpec16; e 11,76% (duas amostras em 17) para o loco Tpec18. Embora
tenha sido exercido um grande esfor¢co laboratorial na amplificacdo e genotipagem
das amostras de pelos, o sucesso de obtencdo de gendtipos consenso foi baixo, o
que pode ser atribuido ao fato de serem amostras ndo invasivas, com DNA
degradado e em pouca quantidade, o que dificulta 0 sucesso dos procedimentos
laboratoriais.

Para as analises subsequentes, foram selecionadas apenas trés amostras de
pelo em que foi possivel obter gendtipos consensos para pelo menos trés dos cinco
locos analisados. Os gendtipos dessas amostras juntamente com os das 18
amostras de sangue (totalizando 21 amostras) foram submetidos a analise de
identificacdo de individuos no programa GIMLET. A partir dessas 21 amostras, foi
possivel identificar 19 individuos, que foram utilizados para as estimativas de

diversidade genética e endogamia e o teste de gargalo populacional.

4.2. Estimativa de diversidade genética, endocruzamento e gargalo
populacional recente

Todos os cinco locos analisados foram polimérficos, com numero de alelos
variando de 2,00 (Tpec3, Tpec4 e Tpec18) a 4,00 (Tpec16) e com média de 2,60; e
riqueza alélica variando de 1,99 (Tpec18) a 4,00(Tpec16) e com média de 2,56
(Tabela 1). As heterozigozidades esperadas variaram de 0,28 (Tpec18) a 0,62
(Tpec16), com média de 0,45; e as observadas, de 0,33 (Tpec18) a 0,58 (Tpec4),
com média de 0,47 (Tabela 1). Os valores médios obtidos para esses parametros de
diversidade genética para a populagdo do Taboco foram similares aos observados
por Rufo (2012) para as duas populagées do Pantanal Sul-matogrossense para os
mesmos locos de microssatélites (Tabela 2). O teste de Friedman n&o apontou
diferengas significativas entre as trés populagbes para os parametros analisados:
numero de alelos, x*= 2,00, gl = 2, p = 0,368; riqueza alélica, y*= 2,60, gl =2, p =
0,273; heterozigosidade observada, y? = 1,60, gl = 2, p = 0,449; heterozigosidade
esperada, y?= 1,20, gl = 2, p = 0,549.
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Tabela 1- Descricdo do numero amostral (N), do numero de alelos (Na), da riqueza
alélica (Ra), das hetetozigosidades observada (Ho) e esperada (He) e do coeficiente
de endocruzamento (Fis) para a populagdo de queixadas da regido do Taboco,

utilizando cinco locos de microssatélites.

Loco N Na Ra Ho He Fis
Tpec3 17 2,000 2,000 0,471 0,484 0,059
Tpec4 19 2,000 2,000 0,579 0,478 -0,186
Tpec5 18 3,000 2,753 0,500 0,397 -0,234
Tpec16 9 4,000 4,000 0,444 0,617 0,333
Tpec18 15 2,000 1,994 0,333 0,278 -0,167
Média - 2,600 2,549 0,465 0,451 -
Desvio padrao - 0,894 0,874 0,089 0,125 -

Tabela 2- Descricdo do numero amostral (N), do numero de alelos (Na), da riqueza
alélica (Ra), das hetetozigosidades observada (Ho) e esperada (He) para duas
populagdes de queixadas do Pantanal Sul-matogrossense: Fazenda Rio Negro (RN)
e Fazenda Santa Emilia (SE), utilizando cinco locos de microssatélites (dados

gerados por Rufo, 2012).

RN SE
Loco N Na Ra Ho He N Na Ra Ho He

Tpec3 51 2,000 2,000 0,294 0,327 128 2,000 2,000 0,508 0,438

Tpec4 48 2,000 2,000 0,458 0,430 125 2,000 2,000 0,496 0,441

Tpec5 51 3,000 3,000 0,510 0,527 128 3,000 3,000 0,398 0,434

Tpec16 48 4,000 4,000 0,458 0,557 123 4,000 3,947 0,577 0,559

Tpec18 50 3,000 2,960 0,280 0,299 126 3,000 2,761 0,349 0,372

Média - 2,800 2,792 0,400 0,428 - 2,800 2,742 0,466 0,449
Desvio - 0,838 0,834 0,105 0,415 - 0,837 0,809 0,092 0,068
padrao

Os locos analisados estdao em equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,02190, de
acordo com a corre¢cao de Benjamini e Yekutieli, 2001) e em equilibrio de ligagao (p
> 0,02190, de acordo com a corregdo de Benjamini e Yekutieli, 2001). De acordo
com os resultados obtidos no programa MICRO-CHECKER, nao houve evidéncia da
presenca de alelos nulos ou de erros de genotipagem devido a dropout ou stuttering
para nenhum dos locos.

O coeficiente de endocruzamento (Fis) obtido para a populagéo do Taboco foi
de 0,008 (variando de -0,234, para o Tpec5, a 0,333, para o Tpec16; Tabela 1), ndo

22



sendo positivo nem significativamente diferente de zero (p > 0,02190, de acordo com
a corregcao de Benjamini & Yekutieli, 2001), o que indica que a populagdo nao esta
sofrendo endocruzamento. Também nao houve evidéncia de gargalo populacional
recente para os modelos assumidos: stepwise mutation (SMM, teste de Wilcoxon, p
= 0,50) e two-phase (TPM, teste de Wilcoxon, p = 0,08).
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5. DISCUSSAO

Ao contrario da hipotese proposta inicialmente, a populagdo analisada da
regiao do Taboco n&o apresentou evidéncias de gargalo populacional recente e nem
de estar sofrendo com a endogamia. Além disso, os niveis de diversidade genética
nesta populagédo foram estatisticamente similares aos encontrados por Rufo (2012)
para duas populagdes do Pantanal Sul-Matogrossense; embora a regidao do Taboco
seja mais impactada e a do Pantanal mais preservada. E interessante notar que os
niveis obtidos aqui para o Taboco e os obtidos por Rufo (2012) para os mesmos
locos de microssatélites, foram menores do que os obtidos por Biondo et al. (2011,
diversidade alélica = 5,0 e heterozigosidades médias observada e esperada de 0,59
e 0,58, respectivamente) para as mesmas populagdes analisadas por Rufo (2012).
Porém, isso se deve ao fato de que Biondo et al. (2011) utilizaram locos de
microssatélites diferentes dos aqui analisados, o que limita entdo essa comparagao
entre os niveis de diversidade obtidos neste trabalho com os obtidos pelo trabalho
citado.

Pelo fato da regido do Taboco ser fragmentada, esperar-se-ia que a
populagcdo de queixadas da regidao estivesse sofrendo com os impactos dessa
fragmentacgao, apresentando perda de diversidade genética e sinais de endogamia e
gargalo populacional recente. Entretanto, a partir dos resultados obtidos, a
fragmentagao parece nao estar afetando os parametros genéticos da populacao de
queixadas.

Por mais que a populagcdo do Taboco ainda nao pareca estar sofrendo com
perda de diversidade genética, é importante que se implante medidas de
conservacao para que esse quadro nao se altere. Isso porque as queixadas sao
vulneraveis a fragmentacao do habitat por precisarem de grandes areas para manter
a populacao viavel (March, 1993; Keuroghlian & Eaton, 2008b). A fragmentacao do
habitat e a caga séo as principais ameacgas para a diversidade biolégica (Wilcox and
Murphy 1985). E para muitas espécies esses dois processos estao relacionados
com uma menor disponibilidade de recursos (comida, abrigo), com a mortalidade
(Fahrig 2002) e tem efeitos negativos na qualidade do ambiente (Dykstra 2004). Por
isso, embora a populacdo de queixadas do Taboco esteja em uma situagao

relativamente estavel em termos de diversidade genética, ndo se pode prever até
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quando ela continuara nessa mesma posi¢cao devido ao fato de que a regido
continua sendo impactada por atividades humanas.

Além disso, as queixadas interagem com 0 meio em que elas vivem. A perda
das interagdes entre espécie chaves € uma ameaca para a estrutura e funcdo do
meio ambiente (Soule, et al., 2003), principalmente para o declinio da biodiversidade
(Secretariat of the Convention on Biological Diversity, 2010). O comportamento das
queixadas afeta a sobrevivéncia, o recrutamento e a distribuicdo das plantas, por
conta de seu papel como predadoras/dispersoras de sementes e de engenheiras do
ecossistema (Beck, 2005, 2006; Desbiez et al., 2009; Keuroghlian & Eaton, 2009);
portanto medidas de conservacdo para esta espécie, seriam importantes ndo sé
para elas, como para o ambiente como um todo.

Deve-se ter em mente, que as alteragdes nas populagdes naturais, em termos
de tamanho, composicdo, densidade e de diversidade genética, sdo um processo
dindmico e continuo. E muitas vezes, os efeitos dessas alteracbes s6 podem ser
percebidos em longo prazo.

Entretanto a fragmentacdo pode ndo estar afetando a populacdo devido a
alguns fatores. Um desses fatores, € que pode nao ter dado tempo suficiente para
que as mudancas genéticas decorrentes da diminuicdo do tamanho populacional
imposta pela fragmentacdo pudessem ser detectadas. Nesse sentido, seria
interessante fazer novas coletas, com certo intervalo de tempo entre elas, para
poder estimar quanto tempo € preciso para que as mudancgas genéticas em uma
populacao que sofre algum impacto possam ser detectadas.

Outro fator € que pode estar ocorrendo fluxo génico entre essa populagédo do
Taboco com as populagbes de outros fragmentos proximos. Portanto, essa
populagdo de queixadas pode nao estar isolada e, dessa maneira, estar mantendo
sua diversidade genética por conta de fluxo génico. Uma analise preliminar feita com
as amostras de sangue do Taboco e as amostras das duas populagbes do Pantanal
Sul-Matogrossense (utilizadas aqui para a comparagao da diversidade genética e
que estao distantes em linha reta da regiao do Taboco em 45 (SE) a 100 km (RN)),
nao demonstrou diferenciagao genética entre as trés populagdes, o que pode ser um
indicio de que esteja ocorrendo fluxo génico entre elas (C. Biondo, Comunicagao
Pessoal). Assim, pode ser que os niveis similares de diversidade genética dessas

populagdes estejam sendo mantidos pelo fluxo génico. Se isso realmente estiver
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ocorrendo, uma forma de manter essa diversidade seria preservar a conexao entre
as populagdes por meio da implantagdo de corredores ecoldgicos; facilitando a
dispersao dos individuos entre as areas e mantendo assim o fluxo génico.

Por tudo que foi citado, sdo necessarios estudos de longo prazo visando um
monitoramento populacional, em termos demografico e genético, sdo necessarios,
para que medidas apropriadas de conservagcdo possam ser tomadas. Dentre as
medidas possiveis, pode-se citar: mudangas nas politicas publicas visando a
protecao do habitat (por instalagdo de reservas, por exemplo) e o controle da caga
(Galetti et al., 2009).

6. CONCLUSOES

E possivel concluir que, embora a populagdo de queixadas do Taboco esteja
aparentemente em um estagio estavel em termos de diversidade genética, um
monitoramento de longo prazo dessa populagao se faz necessario pelo fato de que
essa populacao esta em um habitat que continua sofrendo pressées devido a agao
humana. No atual estado em que o habitat e a espécie se encontram, talvez a
medida mais imediata possa ser a implementacao de politicas publicas para conter a
fragmentagdo e a caga; visto que o estado de conservagédo da area tem influéncia
nao s6 nas queixadas, mas também em toda a fauna e flora da regiao.

O fato de nao ter sido evidenciada perda de diversidade genética na
populacdo nao significa que ela ndo esteja sofrendo a agédo da fragmentacdo. O que
pode estar ocorrendo é que nao houve tempo suficiente para que as mudancas
pudessem ser detectadas ou que esteja ocorrendo fluxo génico com as populagdes
de fragmentos préximos, o que manteria os niveis de diversidade. Assim, seria de
grande importancia fazer uma nova coleta de amostras depois de certo intervalo de
tempo para que se possa determinar quanto tempo € necessario para que as
mudancgas nos parametros genéticos decorrentes das perturbagdées no habitat sejam
percebidas para a espécie. Além disso, seria interessante também comparar
geneticamente a populagdo de Taboco com as populagbes de areas proximas para
que se possa determinar se ocorre diferenciagdo genética entre elas ou se esta

ocorrendo fluxo génico. Se houver fluxo, uma importante medida conservacionista
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seria a implantagao de corredores ecoldgicos visando a manutencao desse fluxo e
consequentemente da diversidade genética das populagdes envolvidas.

Com isso, € necessario incentivo, principalmente governamental, para que
novas pesquisas sejam realizadas com o intuito de fornecer dados para a
implantagdo de planos de manejo para conservar a diversidade biolégica da area,

tanto do habitat, como das espécies que nele habitam.
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