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Resumo
O uso de métodos néao invasivos contribui diretamente para estudos genéticos

de animais selvagens. Dentre as abordagens utilizadas, a coleta de pelos é
comumente realizada com foco em estudos genéticos, que possibilitam inferir sobre a
distribuicdo de espécies, monitoramento de populacdes e identificacdo individual. A
obtencdo dos pelos € normalmente realizada por meio de armadilhas, e as
quantidades de pelos coletadas sao variaveis, o que influencia diretamente na
guantidade de DNA obtida e no sucesso das andlises genéticas. Dessa forma, a
anélise da viabilidade de DNA presente nos pelos torna-se umaferramenta importante
para selecdo de amostras viaveis e para o delineamento de estudos genéticos. O
presente trabalho avaliou um protocolo utilizado para extrair DNA de alta qualidade, a
partir de pelos provenientes da espécie Mazama americana, um cervideo de
comportamento elusivo e dificil captura. Foi avaliado o sucesso da amplificacdo em
diferentes quantidades de bulbo, para determinar qual a quantidade minima de
bulbos necesséarios para amplificacdo de regibes nucleares e mitocondriais com
diferentes tamanhos. Observou-se que os primers Goua 11, 29 e 31, apresentaram
sucesso de amplificacdo logo nas categorias 1 e 5 bulbos; entretanto, a
amostragem com maior percentual de sucesso foi a de 25 bulbos, onde dois
primers alcancaram 100% de amplificacdo. O primer ND5 também apresentou
amplificacdo nas primeiras categorias, porém o maior percentual foi obtido na
categoria de 50 bulbos, o primer Cyb foi o que apresentou menor percentual de
amplificagdo. Os primers intronicos apresentaram resultados consistentes apenas
na categoria de 100 bulbos. Esses resultados fornecem informacdes sobre o DNA
presente em pelos de Mazama americana, constituem importante subsidio para

utilizacéo de pelos como amostra em estudo de cervideos.

Palavras-Chave: Mazama americana; Avaliacdo do DNA; Armadilha de pelos.



viii

Abstract
The use of non-invasive methods directly contributesto genetic studies of wild animals.

Among the approaches used, hair collection is commonly carried out with a focus on
genetic studies, which make it possible to inferabout species distribution, population
monitoring andindividual identification. Hairis normally obtained through traps and the
amount of hair collected varies, which directly influences the amount of DNA obtained
and the success of genetic analyses. Therefore, analyzing the viability of DNA present
in hair becomes an important tool for selecting viable samples and designing genetic
studies. The present work evaluated a protocol used to extract high-quality DNA from
hairs from the Mazama americana species, a deer with elusive behavior and difficult
to capture. The success of amplification was evaluated in different quantities of bulbs,
to determine the minimum quantity of bulbs required for amplification of nuclear and
mitochondrial regions with differentsizes. It was observed that the primers Goua 11,
29 and 31 showed amplification success in categories 1 and 5 bulbs, however the
sampling with the highest percentage of success was that of 25 bulbs, where two
primers achieved 100% amplification The primer ND5 also showed amplification in the
first categories, butthe highest percentage was obtained in the 50 bulbs category, the
Cyb primer was the one that showed the lowest percentage of amplification. Intronic
primers showed consistentresults onlyinthe 100-bulb category. These results provide
information about the DNA present in Mazama americana hair, and constitute an

important support for using hair as a sample in deer studies.

Keywords: Mazama americana; Hair DNA; Hair trap.



1. Introducéao

O advento das técnicas de amostragem nao invasiva, tem facilitado estudos
com animais selvagens, especialmente entre espécies elusivas, raras e de habitat
florestal. O monitoramento, tem sido beneficiado com a coleta de amostras biolédgicas
nao invasivas, eliminando a necessidade de visualizagdo ou captura dos animais
(Kohn e Wayne 1997, Bremner-Harrison et al., 2006). Os pelos representam uma das
diversas amostras utilizadas nesse tipo de abordagem (Taberlet et al., 1999; Beja-

Pereira et al., 2009).

A obtencao dos pelos pode ser feita de diversas formas, como por exemplo no
estudo de orangotangos (Pongo pygmaeus), onde a coleta desse material € realizada
em seus ninhos (Goossens et. al., 2004). Ninhos de aves também podem ser pontos
de coleta, umavez queelas utilizam pelos de mamifero como material para construcao
dessa estrutura (Toth et al., 2008).

A abordagem mais comum é a coleta com armadilhas, sendo utilizada em
saidas de tocas de pequenos mamiferos como a Cricetus cricetus, com sucesso de
coleta ortde pelos de 49,3% em apenas uma noite (Reiners etal., 2011). Técnicas de
armadilhamento também foram utilizadas para espécies de carnivoros, como Martes
americana, apresentando umsucesso de 75 % (Pauli et al., 2008), Lynx canadenses

apresentando umsucesso de coleta de 45 % (McDaniel et al. 2000).

A coleta de pelos por armadilhnamento também é utilizada para espécies da
mastofauna, como por exemplo Odocoileus virginianus, com sucesso de coleta entre
31 e 98% (Belant et al. 2007). Duas das espécies mais estudadas através da
metodologia de armadilhamento € o Ursus americanus e Ursus arctos, onde a

armadilha baseada em arame farpado apresentou sucesso de 74% (Wood et al.1999)

As armadilhas utilizam uma superficie aderente como arame farpado, fita
adesiva ou cola para armadilha de ratos, posicionadas nas saidas das tocas, trilhos
de passagem do animal ou ainda utilizando iscas para atrair as espécies alvo (C astro-
Arellano et al., 2008; Pauli et al., 2008; Walker et al., 2008; Reinersetal., 2011).

Diferentes resultados podem ser obtidos a partir do material biolégico coletados nos
pelos, como por exemplo: a analise morfolégicadesse material permite a identificacéo

de espécies, como javali (Sus Scrofa), Cervus elaphus, Capreolus capreolus,
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Dama dama, Rupicapra pyrenaica, Rupicapra rupicapra, Capra ibex, entre outras (De
Marinis e Asprea 2006;). Outro uso dos pelos é a dosagem de hormbnios como

cortisol, estradiol e progesterona para espécie Ursus arctos (Cattet etal., 2017).

Os pelos também podem ser empregados para propdsitos genéticos dado que
apresentam DNA com maior integridade em comparacao as fezes, as quais exibem
material genético degradado (Golenberg et al., 1996; Taberlet et al.,, 1999).
Adicionalmente, as fezes possuem mais fatores associados a inibicdo da amplificacéo
do DNA (Constable et al., 1995; Beja-Pereira et al., 2009). Embora os pelos também
possuam tais fatores, esse problema pode ser contornado utilizando exclusivamente
bulbos como fonte de DNA (Nievergelt et al. 2002; Roon et al. 2003).

O uso de pequenasquantidades de pelo é viavel para estudos genéticos, como
por exemplo para identificacao de espécies, Ochotona princeps (Henry e Russello,
2011), Leopardus pardalis (Weaver et al. 2005), monitoramento de populagdes, Ursus
arctos (Romain-Bondi et al., 2004; , Dumond et al., 2015), Lynx lynx (Schmidt e
Kowalczyk 2007) distribuicéo geografica, Lynx canadensis (Mcdaniel et al. 2000) e a
identificacdo individual, Leopardus pardalis (Weaver et al. 2005), Martes martes
(Mullins etal. 2010),Ursus arctos (De Barba et al. 2010; Rovang et al., 2015 Kopatz et
al., 2013; Wirsing et al., 2020),. Até mesmo a utilizacdo de apenas um bulbo pode ser

viavel para obtencdo do DNA (Sloane et al. 2000 Henry e Russello, 2011).

Esses possiveis usos genéticos para os pelos estdo associados a quantidade
e qualidade de DNA mitocondrial (MtDNA) e nuclear (nDNA), que por sua vez esta
ligada, espécie, idade do individuo e sazonalidade (Bengtsson etal.,2012). Outro fator
que influéncia o DNA presente nos pelos sdo seus trés estagios de crescimento,
denominados anagénea, catagénea e telogénea (Graham,2007). A fase anagénea
ocorre quando o pelo inicia 0o processo de crescimento, sendo a fase com maior
nuamero de células germinativas no bulbo e consequentemente com maiores
concentracdes de mtDNA e nDNA (Mcnevin et al., 20052, Graham,2007).

Na fase catagénea o processo de mitose das células comeca a decair, e
consequentemente as quantidades de DNA nuclear tendem a diminuir. Por fim, na
fase telogénea, as células passam pelo processo de apoptose e iniciam 0 processo
de queratinizacdo e os pelos tendem a cair. Nessa fase, as quantidades de DNA

nuclear sdo baixas, devido a agdo de enzimas de degradacdo, resultando na
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dificuldade em trabalhar com esse tipo de amostra (Mcnevin et al.,, 20052,
Graham,2007).

Tendo em vista tais fatores associados a quantidade e qualidade do DNA em
pelos, a avaliagdo do DNA é essencial para o sucesso de estudos genéticos de
animais selvagens, com o intuito de fomentar a selecdo de amostras em campo, que
possuem maior viabilidade e dessa maneira alocar os recursos disponiveis para
analises das mesmas (Wirsing et al., 2020).

A selecao de amostras € algofundamentalemestudos, umavez que 0 Sucesso
de amplificacdo de amostras com alta qualidade chega a 89% (Wirsing et al., 2020),
enquanto pode ficar entre 33,3 e 37% nas amostras consideradas de baixa qualidade
com apenas um ou dois pelos, Ochotona princeps (Henry e Russelo, 2011) Ursus
arctos (Wirsing et al. 2020).

Com base nisso a sele¢cdo de amostras mais propensas ater melhor qualidade
e quantidade de DNA, facilitaria pesquisas onde as analises dependem diretamente
da quantidade do material genético disponivel, como a determinagéo de parentesco,
genética de populacgdes, identificacao individual (Kohn e Wayne 1997; Bremner e
Harrison et al., 2006;) e estudos que envolvem genotipagem (Goossens et al. 1998;
Frantz et al. 2004).

Avaliar o DNA proveniente dos pelos, torna-se uma ferramenta importante para
selecdo de amostras viaveis e para o0 delineamento de estudos genéticos,
possibilitando 0 uso dos mesmos para espécies com comportamento evasivo, e que
possuem incertezas quanto ao status populacional, o que dificulta a elaboracéo de
programas de manejo e conservacdo, como é o caso da espécie Mazama americana.

O género Mazama é constituido por espécies de cervideos florestais, de
pequeno porte, comportamento elusivo, territorialistas e de hébito solitario (Weber e
Gonzélez, 2003; Merino e Rossi, 2010). A espécie Mazama americana popularmente
denominada veado-mateiro, é classificada pela Red List of Threatened Species como
“Dados Deficientes”, pois é considerada um complexo de espécies cripticas, devido
as suas diferencas moleculares e citogenéticas (Duarte et al. 2008; Duarte e
Vogliotti,2016 Abril et al., 2010; Cifuentes-Rincon etal. 2020).

A partir dessas diferencas, foram realizados estudos validando espécies que

outrora foram consideradas sinénimos de M. americana como M. temama (Jorge e



12

Benirschke, 1977; Sandoval et al. 2022), M. jucunda (Mantellatto et al. 2021) e M. rufa
(Luduvério 2018).

A identificacdo dessas espécies foi possivel a partir de analises genéticas, ja
que os caracteres morfoldégicos nao contribuem para distin¢cao delas (Duarte 1996;
Ro0ssi2000; Gonzalez e Duarte 2020). A alta variabilidade cariotipica em M. americana
(Abril et al., 2010) sugere a existénciade um complexo de espécies cripticas, umavez
gue 0s cromossomos atuam, como uma eficiente barreira reprodutiva pds-zigotica
(Cursino et al.,2014; Salviano et al., 2017). Segundo Peres (2020), as variantes
cromossdmicas podem ser recuperadas por andlise do DNA, tornando possivel
estudos sem a necessidade de captura de animais, a partir de amostragens n&o

invasivas.

Levando em consideracdo o potencial de aplicacdo dos pelos em estudos
genéticos, foram desenvolvidas armadilhas e testadas em cativeiro, cinco modelos
para a obtencdo de pelos de cervideos do género Mazama (Santos, 2019). A
armadilhna que apresentou resultados mais satisfatorios para espécie Mazama
americana, em relacao a eficiéncia, sucesso de coleta e menor impacto para o animal
foi a denominada “Altura minima”.

Ela é estruturalmente composta por 2 hastes de apoio, devidamente cravadas
no chéo, um fio de nylon tensionado envolto com fita silver tape da marca 3M,
posicionado a uma altura de 45 cm em relagdo ao solo. A mesma apresentou
eficiéncia de coleta que variou de 2 a 100 pelos, bem como um sucesso de coleta de
83,4% (Santos, 2019).

Com base nisso, é preciso determinar qual a viabilidade que os diferentes
niveis de amostragem, com o uso de uma quantidade limitada de material genético,
sendo necessario avaliar, qual é a quantidade e a qualidade do DNA em extracfes
com diferentes quantidades de pelos.

Assim o presente trabalho avaliou, se a qualidade e quantidade de DNA dos
pelos coletados em armadilha, séo viaveis para estudos genéticos de M. americana,
avaliando qual a quantidade minima de pelos que fornece DNA com qualidade
suficiente para utilizagdo desse material como ferramenta de estudo para espécie M.

americana, tanto para nDNA como para mtDNA.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Familia Cervidae e Mazama americana

A ordem Artiodactyla abrange 23 familias de mamiferos, dentre essas encontra-
se a segunda maior familia Cervidae (Grubb et al. 1993) em termos de diversidade,
englobando 18 géneros (Zurano et al., 2019). A familia Cervidae tem sua origem
durante o MiocenonaEurasia (Eisenberg1987). Durante o Plioceno considera-se que

0s ancestrais dos cervideos adentraram a América do Norte através do estreito de
Bering (Stephlie Webb 1985).

A entrada dos cervideos na América do Sul, ocorreu, hd 2,5 milh6es de anos,
através do istmo do Panama (Stephli e Webb 1985). Essa rota é considerada a via
que possibilitou a interligacéo da biota norte-americana e sul-americana (Simpson
1980; Stephlie Webb 1985), bem como seu fechamento é considerado um marco para
0 estabelecimento da biogeografia Neotropical (Gentry 1982, Wendt 1993, Graham
1999).

Apesar da compreensao na formacéo da biogeografia neotropical, bem como
alguns aspectos evolutivos dos cervideos neotropicais,como chifre, caninos
superiores desenvolvidos e tamanho corporal (Gilbert et. al., 2006), a sistematica

dessas espécies ainda é controversa (Grooves e Grubb 1987, Eisenberg 2000).

Diversos estudos foram realizados, com intuito de classificar os géneros da
familia Cervidae (Gilbert et. al. 2006). O primeiro deles tomou como diferencgas na
estrutura do metacarpo, essa classificacdo abarcou os cervideos em dois grupos
Pleiometacarpalia, abrangendo Cervinae e Muntiacinae, e Telemetacarpalia, que
inclui Odocoileinae e Hydropotinae (Brooke 1817). Posteriormente foram propostas
outras classificagfes baseadas em taxonomia morfologica (Simpson 1945, McKenna
e Bell 1997, Webb 2000, Pocock 1923, Kraglievich 1932).

Embora a taxonomiamorfolégica tenhacontribuido para classificacao de outros
espécies de animais (Strauss 1990, Hirayama 2009), as inconformidades desses
estudos, noambito da cervidologia, podem ser explicadas pela utilizacao de diferentes
caracteres para realizacdo dos mesmos (Groves e Grubb, 1987; Meijaard e Groves,
2004), auséncia de diafaneidade na metodologia (Gilbert et. al.2006) e ainda da falta

de registros fésseis dos cervideos neotropicais (Webb, 2000)
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Dentre essas, a subfamilia Odocoileinae foi a que apresentou maior

discrepancia nas relacdes entre géneros (Gilbert et al. 2006).

O estudo de Webb (2000) propde a divisdo dos cervideos neotropicaisem duas

tribos, sendo elas Rangiferini e Odocoileini.

Entretanto a complexidade dessa questdo continuaalevantardavidas, e varios
outros estudos foram realizados nesse ambito (Grooves e Grubb 1987, Scott e Janis
1987, Duarte e Merino 1997, Webb 2000, Grubb 2000)

Ao todo, assume-se 52 espécies dentro da familia Cervidae (Gruub 2005), com
0 género Mazama possuindo 9 espécies (Rafinisque 1817). Entretanto a taxonomia
desse género, bem como analises filogenéticas, que demonstram que o género
Mazama é polifilético (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012;)
indicando que a relacdo entre as espécies aindaapresenta lacunas (Grooves e Grubb
1987, Eisenberg 2000). Recentemente as espécies até entdo denominadas Mazama
gouazoubira e Mazama nemorivaga foram reclassificadas, com base em analises
filogenéticas, sendo entdo redenominadas Subulo gouazoubira (Bernegossi et al.,

2023) e Passalites nemorivagus (Morales-Donoso et al., 2023).

Apesar das dificuldades na classificagdo das espécies no ambito da
cervidologia, sdo nitidos os esforcos e avancos realizados para solucdes dessa
problemética, entretanto ainda existem incognitas a serem resolvidas, como 0 caso

da espécie Mazama americana.

A espécie Mazama americana descrita por Erxleben 1777, apresenta como
caracteristicas morfolégicas o comprimento de 90 a 145 cm (Duarte 1996; Emmons;
Feer 1997), altura de 58 e 80 cm e peso médio de 30 Kg, sua coloracao de pelagem

€ predominantemente marrom-avermelhado (DUARTE 1996) (Figura 1).



15

- e

Figura 1. Exemplar de macho da espécie Mazama americana

Segundo a IUCN, a distribuicéo da espécie abarca os paises: Bolivia, Brasil,
Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Paraguai, Peru, Suriname, Trinidade
e Tobago e Venezuela e no norte da Argentina. Apesar disso, a espécie ainda é
classificada pela Red List of Threatened Species como “Dados Deficientes”, visto que
certas incertezas ainda pairam sobre essa espécie.

Um dos fatores quejustificam essa classificacdo sao as diferencas moleculares
e citogenéticas apresentadas entre individuos de regifes distintas (Duarte et al. 2008;
Abril et al., 2010; Cifuentes-Rincon et al. 2020), o que dificulta a delimitacdo de
estratégias de conservacdo, uma vez que tais variacbes, outrora tratados como
sindnimos junior de M.americana mostram-se tratar de outras espécies, Como 0 caso
do Mazama jucunda (Mantellatto et al. 2021), Mazama rufa (Luduvério,2018) e

Mazama temama (Jorge e Benirschke, 1977; Sandoval et al. 2022).
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2.2. Pelos e DNA

A amostragem naoinvasivatem contribuido significativamente para os estudos
de animais selvagens, tornando possivel desvendar informacdes sobre espécies
dificeis de amostrar, como por exemplo as de comportamento elusivo e habitat de
dificil acesso, que impedem que abordagens diretas sejam utilizadas. Adicionalmente
a coleta de amostras biolégicas de maneira ndo invasiva, evita injarias e estresse ao
animal (Duarte et al. 2010)

Dentre as diversas amostras biologicas ja utilizadas em estudos de
amostragem néo invasiva, pode-se citar: saliva, urina, fluidomenstrual, casca de ovos,
pele (no caso de cobras), penas, fezes e pelos (Taberlet et al. 1999), cada qual com
seus prés e contras que devem ser considerados para sua utilizacdo. No caso dos
pelos, com finalidade para estudos genéticos, a obtencdo de DNA esta diretamente

associada ao estagio de crescimento que 0 mesmo se encontra.

Segundo Bengtsson et. al. 2012, diferente de tecidos metabolicamente ativos,
que possuem renovacao celular constante, o que contribui para uma maior
disponibilidade de DNA, seja ele mitocondrial e nuclear, o processo de formacgao dos
pelos tem uma duracéo finita, ja que apds as fases de crescimento, suas células
passam pelo processo de apoptose e de queratinizagéo, o que contribui para que,
dependendo da fase em que o pelo se encontra, a quantidade e integridade do DNA

sejam baixas.

Dentre as estruturas consideradas anexas da pele, os pelos sédo estruturas
queratinizadas formadas a partir da epiderme. O uso desse material para estudos e
abordagens praticas envolvem a analise morfoldgica, utilizada para identificacdo de
espécies (De Marinis e Asprea 2006; Beja-Pereira et al., 2009), bem como para
determinacgdo da dieta de carnivoros (Andheria et al., 2007), determinacédo dos niveis
de horménios, como cortisol, estradiol e progesterona também pode ser realizada
através dos pelos (Cattet et al., 2017) e além disso como fonte de DNA para estudos

genéticos nas mais diversas areas.

Os pelos, dentro do escopo genético, ja foram utilizados para estudos de DNA
antigo, seja ele humano (Alonso et al. 2004) ou animal (Bonnichsen et al., 2001,

Jeffrey et.al.2007, Willerslev et al., 2009), no a&mbito forense por ser um dos principais
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materiais encontrados como evidéncias (Graham, 2007), além de ser uma amostra
bioldgica utilizada para estudos voltados para fauna, aplicando-se em: identificacdo
de espécies (Henry e Russello, 2011), monitoramento de popula¢cdes (Romain-Bondi
et al., 2004; Schmidte Kowalczyk 2007, Dumond et al., 2015), distribui¢éo geografica
(Mcdaniel et al. 2000) e a identificacdoindividual (De Barba et al., 2010; Rovanget al.,
2015; Kopatz et al., 2013; Wirsing et al., 2020). Até mesmo a utilizagdo de apenas um
bulbo pode ser viavel para obtencdo do DNA (Henry e Russello, 2011). Entretanto

para que essas abordagens possam ser realizadas € preciso compreender as

condicBes do DNA da amostra em questéao.

Dessa maneira quando se aborda a questdo de condicdo do DNA, seja ele
mitocondrial (MtDNA) ou nuclear (nDNA), pode-se tratar de fatores extrinseco, como
idade do individuo, época do ano, e até mesmo fatores nutricionais (Bengtsson et
al.,2012), como também o método de extracdo utilizado para obter o DNA () fatores
intrinsecos da amostra como a quantidade desse material e também a suaqualidade,
normalmente associada a integridade desse DNA.Nos pelostais caracteristicas estdo
inicialmente ligadas as fases de crescimento do pelo denominadas anagénea,

catagéneae telogénea (Graham, 2007; Jeffrey et. al.2007).

A fase anagéneaocorre quandoopelo inicia o processo de crescimento, sendo
a fase com maior nimero de células germinativas no bulbo e consequentemente com
maiores concentracdes de mtDNA e nDNA. Na fase catagénea o processo de mitose
das células comeca a decair, consequentemente as quantidades de DNA nuclear
tendem a diminuir. Por fim, na fase telogénea, as células passam pelo processo de
apoptose e iniciam o processo de queratinizacao e os pelos tendem a cair. Nessa
fase, as quantidades de DNA nuclear sdo baixas, devido a acdo de enzimas de
degradacéo, resultando na dificuldade em trabalhar com esse tipo de amostra
(Mcnevin et al., 2005a).

A partir dessa relacéo entre as fases de crescimento e as condi¢ées do DNA
nos pelos, pode-se inferir que pelos em fase anagénea sdo os mais adequados para
abordagens cujas analises séo realizadas a partir de DNA nuclear, entretanto a
duracdo dessas fases bem como a identificagdo morfoldgica delas ndo é de facil
execucao, principalmente pela duracéo de cada fase ser diferente entre as espécies,
por exemplohumanos essasduracgdes ja sdo conhecidas sendoque afase anagénea

tem duracdo de 2 a 6 anos, 2 a 3 semanas para fase catagéneae 2 a 4 meses para
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fase telogénea (Kligman et al. 1959), entretanto para outros mamiferos essas

informagdes ainda n&o sao descritas.

Apesar das fases de crescimento de um pelo gerarem informacdes sobre a
condicdo do DNA, o tempo de duracdo de cada uma delas € varidvel, além disso a
duracdo das mesmas é influenciada por fatores como idade do individuo, época do
ano, e até mesmo fatores nutricionais (Bengtsson et al.,2012), o que gera mais

desafios sobre a afericdo da condicdo do DNA nos pelos.

Outro fator complicador de se trabalhar com o DNA de pelos estd namelanina,
proteina responsavel pela pigmentacéo do pelo. Existem duasformas dessa proteina,
feomelanina, responsavel pela coloragdo amarela e vermelha, e eumelanina
responsavel pela cor marrom e preta. Estudos em humanos, indicaram que a
concentragdo de eumelanina pode atuar como inibidor da Taq polimerase (YOSHII et
al., 1993), porém esse contratempo pode ser solucionado utilizando BSA na
preparacao da reacdo de PCR (Eckhart et al.2000),
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Figura 2. Armadilhas de pelo utilizadas em diversos estudos. A. Armadilha para coleta
de pelos da espécie Odocoileus virginianus (Belant et al. 2007), as setas indicam 0s
fios de arame farpado. B. Armadilha para coleta de pelos da espécie Mazama
americana. C. Armadilha para coleta de pelos da espécie Ochotona princeps (Hernry e
Russello, 2011) as setas indicam fitas adesivas posicionadas na saida da toca. D.
Cricetus cricetus (Reiners et al. 2011). E. Armadilha para coleta de pelos da espécie

Ursus arctos (Wirsing et al. 2020).

Para que isso seja possivel, a coleta de amostras e a avaliacao da qualidade e
guantidade de DNA s&o essenciais para o0 sucesso de estudos genéticos de animais
selvagens, pois permite a selecdo e coleta de amostras de pelos que apresentam
maior viabilidade (Wirsing et al., 2020).
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3. Objetivos:

3.1. Objetivo geral:
Possibilitar a selecdo de amostras de pelo com quantidade e qualidade
adequadas de DNA para estudos genéticos populacionais da espécie Mazama

americana.

3.2. Objetivo especifico:
Avaliar a quantidade minima de pelos para se obter DNA em quantidade e

qualidade suficientes para amplificacdo de nDNA e mtDNA.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Coletadas amostras

Os pelos coletados pertenciam a 1 animal, macho da espécie M. americana, o
individuo faz parte do plantel do Criadouro Cientifico do Nucleo de Pesquisa e
Conservacdo de Cervideos — NUPECCE, do Departamento de Zootecnia da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP/Jaboticabal (Figura 3). Os
pelos foram coletados com bastdo de madeira envolto em fita Silver Tape
3M Scotch™ (Figura 4) simulando a metodologia de coleta por armadilhamento
proposta por Santos (2019).

No mesmo diaem que foi realizada a coleta dos pelos, eles foram retirados da
fita com auxiliode uma pinc¢a previamente esterilizada com hipoclorito de sédio, alcool
etilico 70% e fogo de modo a evitar contaminacdo. Em seguida, os pelos foram
armazenados em microtubos de 1,5 ml contendo alcool etilico absoluto e colocados
sobre refrigeracao até o momento de corte dos bulbos.

4.2. Cortedos bulbos

Como o intuito do projeto era verificar a viabilidade do DNA mitocondrial e
nuclearem pelos da espécie M. americana, optou-se por realizar essa analise a partir
do corte dos pelos obtendo somente os bulbos, uma vez que é nessa regiao do pelo
em que se pode obter maiores quantidades de DNA, principalmente de DNA nuclear.

Para realizacdo do corte dos bulbos, as amostras que estavam sobre
refrigeracdo a no maximo 3 dias, foram colocadas em Placas de Petri com alcool
etilico absoluto, para facilitar o processo. Essa placa foi colocada sob uma lupa
binocular Coleman XTB-3AT, com intuito de visualizar de forma precisa os bulbos
(Figura 4). Com o auxilio de uma pin¢a, devidamente esterilizada através do método
descrito anteriormente, realizou-se a apreenséao do pelo e em seguida foi realizado o
corte do bulbo com uma tesoura também esterilizada. Os bulbos cortados foram
colocados em microtubos de 1,5 ml e colocados sob refrigeracdo até o momento da

extracdo, que foi realizada no dia seguinte apos a realizacdo do corte dos bulbos.
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Figura 3. Vista aérea das instalacdes do Nucleo de Pesquisa e Conservacao de

Cervideos — NUPECCE. Fonte: Google Imagens.

Figura 4. Exemplificacéo de pelos coletados, A. Pelos recém coletados. B. Pelo com

sugestivapresencade umfragmento de epiderme aderido. C. Peloscom bulbo utilizados

para extracdo de DNA.
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4.3. Extracdo do DNA

A quantidade de bulbos que seguiram para as extracdes foi dividida em seis
categorias, sendo essas: 1 bulbo, 5 bulbos, 10 bulbos, 25 bulbos, 50 bulbos e 100
bulbos. Cada categoria foi testada com 25 amostras.

A extracao foi realizada através do protocolo adaptado de fenol-cloroférmio

proposto por Sambrook et al. 1989.

O protocolo de fenol-cloroformioiniciou-se com o seguinte passo, 0s tubos com
bulbos foram centrifugados, de forma a garantir que os bulbos se alocassem no fundo
dos microtubos.

ApOs a realizacao desse procedimento, adicionou-se 250 ul de TE -Tween em
cada amostra, em seguida as amostras foram colocadas em banho a 65 °C por 2
horas, realizando a agitacdo delas periodicamente. Passado esse periodo, adicion ou-
se 30 pl de proteinase K por tubo, em seguida as amostras foram incubadas a 55 °C
por 6 horas, com agitacdo periddica, ou incubadas a 37 °C por uma noite.

Passado o periodo de incubacao, adicionou-se 280 pl de fenol-cloroférmio, em
seguida as amostras foram agitadas no vortex por 10 s, posteriormente elas foram
centrifugadas 10 min a 14.000 RPM. Realizado esse procedimento, com auxilio de
uma pipeta, transferiu-se para um novo microtubo (1,5 ml) 2/3 do sobrenadante.
Nesse passo do procedimento deve-se evitar aspirar ainterfase com objetivo de evitar
possiveis contaminagcdes. Esse passo foi realizado mais uma vez, porém com
cloroférmio.

Realizado esse procedimento, iniciou-se 0 processo de precipitacdo do DNA,
adicionou-se, 1/10, do volume da amostra, de acetato de sédio com concentracado de
3 M, homogeneizando-a no vértex e completou o volume com alcool etilico absoluto.
Feito isso, misturou-se a amostra por inversao, apos isso ela ficou no freezer por 2
horas e periodicamente realizava-se a inverséo do tubo.

Por fim centrifugou-se as amostras a 12.000 RPM por 20 a 30 min a 4°C, feito
isso, descartou-se 0 sobrenadante com auxilio de uma pipeta e ressuspende-se 0
pallet, no caso da extracdo de pelos ele nao € visivel, em 100 pl de TE 10:1, esse
volume foi utilizado para a diluicdo do DNA proveniente de todas as seis categorias

testadas.
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Terminada a extragdo, todas as amostras foram analisadas através do
espectrofotdbmetro Nanodrop (Nanodrop ND-1000 UV-VIS), com intuito de verificar
a concentracdo de DNA, em ng/ul, e a pureza do DNA obtido através das relacdes
de absorbancia 260/280 nm, que mensura a proporcdo de DNA e proteinas,
presentes naamostra. Mensuracgdes pra essa relacao no intervalode 1,8 e 2,0 sédo
consideradas “DNA puro”, e 260/230 nm, que mensura a propor¢cdo de DNA e
compostos presentes na amostra que podem atuar como contaminantes, como
por exemplo: fenol, guanidina, etc., que podem atuar como inibidores da reacao
de amplificacdo do DNA. O intervalo considerado adequado para essa relacéao de

absorbancia é entre 1,5 a 1,8 (Dejardins e Conklin,2010).

4.4. Amplificacdo do DNA

A partir dos resultados obtidos de concentracdo e pureza do DNA dupla fita
através da técnica de espectrofotometria, iniciou-se os testes de amplificacdo,com o
objetivo de determinar qual a quantidade minima de bulbos, e consequentemente
pelos, necessarios para se obter DNA em quantidade e qualidade suficientes para
amplificacdo de microssatélites, regides mitocondriais e regides nucleares. Os testes
de amplificacdo foram realizados nas categorias 1 bulbo, 5 bulbos, 10 bulbos, 25

bulbos, 50 bulbos e 100 bulbos, cada qual com 25 amostras.

A amplificacao foi testada para trés regibes microssatélites, Goua 11, Goua
29 e Goua 31, (Caparroz et al. 2015), duas regides mitocondriais, Citocromo B e
NADH desidrogenase subunidade 5 e duas regides nucleares, intron do gene
CARHSP-1 e intron do gene PNPO-3.

Os primers dos microssatélites foram previamente testados em DNA extraido
a partir de cultivo de fibroblastos da M. americana apresentando bom desempenho
(VACARI et al. 2022), assim como as regides mitocondriais, Cyb (GILBERT et. al.
2006) e ND5 (CAPARROZ et al. 2015) e ambos os introns (Tabela 1).
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Tabela 1: Regibes do DNA avaliadas no presente estudo, segundo o l6cus, sua sequéncia, tamanho

do fragmento e temperatura de anelamento.

Tamanho  Temperatura

Sequéncia do primer (5°-3°)/ do de
Locus Fonte
Identificacdo no GenBank Fragmento  anelamento
(bp) (°C)
Caparroz
F- GCCATAACCAACGAAAGGATAC
Gouall 220 55 etal.
R- CCTTGTTGAGGAGTGGAGGTAG
(2015)
Caparroz
F- CGGTCCCATTATTTCATAGCAA
Goua29 144 55 et al.
R- AGCGTCTTTAATTTCATGGCTG
(2015)
Caparroz
F- CCTTGCAGTTATGGGACTTGTT
Goua3l 115 55 et al.
R- ATCTATGGGGTTGCACAGAGTT
(2015)
Cyb F-GACTAATGATATGAA AAA CCATCGTTG 44,9 55 Randi et
R-TTGTTCTTCATCTCTGGTTTACAAGAC al (1998)
F-TCTAGCAATAGCATGATTYC Caparroz
ND5 R-TGTTATTAGGAGGGCTCAGG 690 52 et al.
(2015)
CARHSP1 -1 F- ACYCGCCGSACSAGG ACCTTCT 812 65 lgeaetal.
R-GTRATGAAGCCRTG GCCCTTGGA (2010)
PNPO-3 F-GATGGCTTCCRHTTC TWCACTAACTT 938 58 Igea etal,

R-GGYTCCCARTAGAA GACMAKSGA

(2010)
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As reacdes foram padronizadas para um volume final de 25 pL, contendo 5
uL de DNA proveniente da extracdo de fenol-cloroférmio e que foi ressuspendido
em 100 pL de TE, 0,5 pM de cada primer, 5 mM Tris-HCI(pH=8,3), KCI 25 mM, 3
mM MgCl2, 0,6 uM dNTPS, 1,7 ug BSA e 1,5 U TagPolimerase, todas as reacfes
contavam com um controle negativo como forma de garantir a auséncia de uma
possivel contaminacédo dos reagentes. A reacédo foirealizada em umtermociclador
Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler.

As condi¢desda reacdo variaram de acordo com o tipo de primer utilizado, para
0s microssatélites: um passo inicial de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos 94 °C por
1 min, 55 °C por 1 min, 72°C por 1 min e por fim 72°C durante 10 min.

Para as regides mitocondriais as condi¢gées foram: um passo inicial de 94°C por
2 min, seguido de 35 ciclos 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72°C por 1 min e por fim
72°C durante 10 min.

Para os introns as condi¢des foram: um passo inicial de durante 94°C durante
5 min, 94°C, 35 ciclos 94°C por 1 min, 50-60°C por 1 min e 72°C por 1 min.

A observacgédo do produto da PCR, como resultado positivo da amplificagéo

foi realizada através de eletroforese em gel de agarose a 2%.

45. Qualidade do DNA

A qualidade do DNA foi determinada de duas formas, a primeira foi através
das relacdes de absorbancia 260/280 nm deve estar entre o intervalode 1,8 e 2,0,
indicando a obtencdo de um DNA com maior pureza, e a relacdo de absorbancia
260/230 nm entre 1,5 a 1,8, indicando a auséncia de substancias que podem atuar
como contaminantes. O segundoforma é a observacao do padrdo das bandas no gel
de agarose 2% buscando verificar qual a quantidade minima de DNA em pelos que

gerava um produto de amplificacdo que se apresentava com uma banda nitida.
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5. Resultados

Para realizacdo desse estudo foram processados 4775 bulbos de pelos de M.
americana. Foi possivel extrair DNA de todas as categorias testadas, assim como a
determinacéo da concentragcdo de DNA dupla fita, em ng/pl e os padrdes de pureza
das extracdes, que se refere as absorbancias 260/280 nm e 260/230 nm. As
estatisticas descritivas desses parametros, média e desvio padrao, estdo expressos
natabela 2. A média de concentracdo de DNA, variou de 7,908 a 107,97, entretanto
houve uma alta dispersdo da mesma, 10,887 a 117,637. Os resultados das
absorbancias 260/280 e 260/230, foram mais consistentes, apresentando menor

variacao dos valores apresentados.

Tabela 2. Valores de média e desvio padréo da absorbancia Azsoazso € Az601230, bem como a concentragdo do
DNA dupla fita obtidos nas 6 categorias

Categoria 1 bulbo 5 bulbos 10 bulbos 25 bulbos 50 bulbos 100 bulbos

A280/260 1,032+0,474  1,164+0,215 1,512+0,214  1,15+0,267 1,251+0,378 1,604+0,111

A260/230 0,337+0,205  0,552+0,288 0,898+0,279 0,401+0,301 0,56+0,435 1,151+0,364

ng/ul 7,908+10,887 15,472+17,272 86,248+73,748 53,09+138,3 61,944+117,637 107,97+83,783

5.1. Purezado DNA extraido de bulbos de pelos a partir das relagdes de
absorbancias 260/280 e 260/230 nm.

5.1.1. Frequéncia observadana absorbancia260/280 nm

O gréfico 1 apresenta as frequéncias da absorbancia 260/280, que representa
a proporcao de DNA em relacao a proteinas, observadas nas categorias de bulbos de
pelos, 1 bulbo, 5 bulbos, 10 bulbos, 25 bulbos, 50 bulbos e 100 bulbos, pertencentes
a espécie M. americana. Das 150 amostras testadas, 25 por categoria, 140 amostras
apresentaram absorbancias 260/280 entre 0,46 a 1,69. Nota-se que para categoria de
1 bulbo apresentou o maior niumero de amostras com absorbancia abaixo do

considerado adequado, 21 amostras com absorbancias entre 0,5 e 1,5.
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Figura 5. Histogramas demonstrando as absorbancias 260/280 nm observadas, para as categorias

de bulbosde pelosda espécie M. americana. Na parte superior, da esquerda para a direita, categoria:

1 bulbo, 5 bulbos e 10 bulbos. Na parte inferior,da esquerda para direita, categorias: 25 bulbos, 50
bulbos e 100 bulbos.
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5.1.2. Frequéncia observadana absorbancia260/230 nm

O grafico 2 expde as frequéncias da absorbancia 260/230 nm, que representa
a proporgcao de DNA em relagdo a compostos que podem atuar como contaminantes,
como por exemplo: fenol, guanidina, etc., observadas nas categorias de bulbos de
pelos, 1 bulbo, 5 bulbos, 10 bulbos, 25 bulbos, 50 bulbos e 100 bulbos, pertencentes
a espécie M. americana. Os parametros considerados adequados para essa relacao
séao entre 1,5 a 1,8, do total de 150 amostra testadas nas categorias de bulbos, 142
apresentaram absorbancia entre 0,1 e 1,48, apenas 8 amostras estdo dentro do
intervalo considerado adequado, das quais 7 pertencem a categoria de 100 bulbos.
Nas categorias de 5 bulbos, 10 bulbos e 25 bulbos apresentaram todas as amostras
forado intervaloadequado, apresentandorelacao de absorbanciaa 260/230 entre 0,1
e 1,48.
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Figura 6. Histogramas demonstrando as absorbancias 260/230 nm observadas, para as

categorias de bulbos de pelos da espécie M. americana. Na parte superior, da esquerda para

a direita, categoria: 1 bulbo,5 bulbose 10 bulbos. Na parte inferior,da esquerda para direita,
categorias: 25 bulbos, 50 bulbos e 100 bulbos
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Os sucessos de amplificacao, ou seja a obtencéo de bandas nitidas no produto

de amplificacdo foram obtidos para todos os primers, Goua 11, Goua 29, Goua 31,
ND5, Cyb, CARHSP e PNPO em cada categoria de bulbosde pelos, 1 bulbo,5 bulbos,

10 bulbos, 25 bulbos, 50 bulbos e 100 bulbos, pertencentes a espécie M. americana

estao descritos natabela 3.
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Tabela 3. Resultados das amplificagbes de todos os primers para cada uma das categorias,
Tam.(pb) = Tamanho do produto de DNA amplificado em pares de bases (pb), n=corresponde
ao numero total de amostras testadas, (x) = numero de amostras amplificadas

Categorias

Primer Tam.(pb) n 1 pelo 5 pelos 10 pelos 25pelos 50pelos 100 pelos
Goua 11 220 25 8% (2) 88% (22) 60% (20) 100% (25) 100% (25) 100% (25)
Goua 29 144 25 100% (25) 80% (20) 92% (23) 100% (25) 100% (25) 96% (24)
Goua 31 115 25 68% (17) 76% (19) 76% (19) 96% (24) 52% (13) 92% (23)
ND5 690 25 20%(5) 60% (15) 72% (18) 52% (13 96% (24) 88% (22)

Cyb 1140 25 0% 0% 8% (2) 0% 16% (4) 0%
CARHSP 812 75 0% 0% 0% 0% 0%  100% (25)
PNPO 938 75 0% 0% 0% 0% 129% (3)  84% (21)

5.3. Microssatélites (Goua 11, Goua 29 e Goua 31)

Os microssatélites, Goua 11, Goua 29 e Goua 31, apresentaram 150 amostras,
onde o sucesso de amplificacdo atingiu 100%, totalizando 6 eventos em categorias
distintas, sendo 3 eventos do primer Goua 11 e outros 3 do primer Goua 29, um
desses eventos ocorreu na categoria de 1 pelo. O primer Goua 29 foi o que obteve
maior percentual de sucesso de amplificagcédo do estudo, que variou de 80 a 100%. A
categoria de 25 bulbos apresentou o maior percentual de amplificacdo entre os

microssatélites, variando de 96 a 100%.

5.4. Primers Mitocondriais (ND5 e Cyb)

Os primers de regides mitocondriais, ND5, cujo produto de amplificagéo gera
fragmentos de 690 pb, apresentou amplificacdo em todas as categorias de bulbos de
pelos, com percentual de amplificagéo variando de 20 a 96%, o maior sucesso foi
obtido na categoria de 50 pelos. Comparativamente o primer CyB, que gera um
produto de amplificacdo com o tamanho de 1139 pb, foi 0 que apresentou menor
numero de amostras que gerou produto de amplificacdo, apenas 6 amostras, sendo 2

delas na categoria de 10 pelos e 4 na categoria de 50 pelos.

5.5. Introns nucleares
Ambos os primers de introns nucleares, PNPO, cujo produto de amplificacdo
gera fragmentos de 938 pb, bem com CARHSP -1, gera um produto de amplificacdo

de 690 pb originalmente, porém em estudos anteriores para cervideos ja foiobservado
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fragmentos de 816 pb, apresentaram sucesso de amplificacdo consideravel apenas

na categoria de 100 bulbos, 84 e 100% respectivamente.

6. Discusséao

O protocolo de extracdo de DNA baseado em fenol-cloroférmio descrito por
Sambrook et al. 1989, apesar de ser proposto para uma quantidade de 40 bulbos,
mostrou-se efetivo para obtencdo de DNA de Mazama americana em todas as

categorias testadas,

Apesar disso, nao significa que a quantidade obtida sera suficiente para
amplificacédo de todos os fragmentos testados, uma vez que, segundo a literatura, a
maior parte dos pelos coletados encontra-se na fase telogénea, que fornecem DNA
fragmentado (Beja-Pereira et al. 2009, Graham,2007 Mcnevin et al., 2005%). Ainda
assim o protocolo pode uma possibilidade para utilizagcdo em pesquisas futuras para

extracdo de DNA com pelo de Mazama americana.

Um aspecto fundamental para a obtencao de DNA viavel em pelos, além dos
estagios de crescimento cuja a principal causa de degradacdo do DNA é o processo
de apoptose das células (Jeffrey et al. 2007), € o tempo em que a amostra fica exposta
ao ambiente. No estudo realizado por Roon et al. 2003 com pelos da espécie Ursus
arctos, avaliando ométodos de conservacdo DNA, demonstrou que para
microssatélites houve umdecréscimo no sucesso de amplificacéo a partir de 6 meses,

enquanto para primers mitocondriais de 1000 pb de base, diminuiu em 2 semanas.

Fatores ambientais influenciam na degradacao do DNA em amostras de pelos,
com o tempo principalmente nas hastes sofre danos devido ao processo de oxidagao
(Gilbert et al. 2004). Esse processo acontece de maneira mais intensa em
temperaturas mais elevadas, o que pode influenciarna condicdo do DNA em estudos
de mamifero tropicais, uma vez que a muitos estudos utilizando pelos ocorrem em

locais de climatemperado (Castro-Arellano et al. 2008)

Esse aspecto demonstra que possivelmente os resultados obtidos com os
primers de microssatélites (GOUA 11, GOUA 29 e GOUA 31), genes mitocondrias
(CyB e ND5) e introns nucleares (CARHSP-1e PNPO-3) utilizados no estudo de pelos
de M. americana potencialmente ocorreram devido ao processamento das amostras

no dia seguinte a coleta. Esse fato implica que, a depender do tempo que a amostra
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ficar em campo bem como o tempo de processamento da mesma pos-coleta pode

influenciar no decréscimo do sucesso de amplificagdo em estudos futuros.

A utilizacdo do Nanodrop forneceu a concentracdo de DNA, em ng/ul, e as
razbes de absorbancia para todas as categorias testadas. A concentracdo média em
cada categoria foi 1 bulbo: 7,908+10,887; 5 bulbos: 15,472+17,272, 10 bulbos:
86,248+73,748; 25 bulbos: 53,09+138,3; 50 bulbos: 61,944+117,637; 100 bulbos:
107,97+83,783. Apesar de fornecer um valor associado a quantidade de DNA dupla
fita (dsDNA), o principio em que se baseia a técnica de espectrofotometria, referente
a absorcéo de luzem um determinado comprimento de onda, néo distingue de forma
precisa acidos nucleicos livres, DNA fragmentado, RNA e dsDNA, dessa forma os
mesmos podem ser contabilizados nessa concentracdo (Thermo Fisher
Scientific,2010),

Em relacdo a pureza do DNA extraido, que se refere a quantidade de acidos
nucleicos e proteinas (A2e60280) Os valores meédios obtidos para a relacdo de
absorbancia 260/280 (1 bulbo: 1,032+0,474, 5 bulbos: 1,164+0,215, 10 bulbos:
1,512+0,214, 25 bulbos: 1,15+0,267, 50 bulbos: 1,251+0,378, 100 bulbos:
1,604+0,111), divergem das propor¢cbes descritas na literatura que indicam a
obtencédo de acidos nucleicos puros no Nanodrop. cujo o valor deve estar entre 1,8 e
2,0 para a absorbancia de 260/280 (Dejardins e Conklin,2010).

Apenas duas amostras na categoria de 10 bulbos, trés amostras na categoria
de 50 bulbos e duas amostras na categoria de 100 bulbos apresentaram proporgéo
A260/280 igual ou superiora 1,8. Esse resultado indica possivelmente a presenca de
proteinas nas amostras, mesmo que essas tenham passado por processo de
degradacédo de proteinas, através da adicao de proteinase K, durante o processo de
extracdo. Porém as absorbancias obtidas condizem com as absorbancias observadas
em em outros trabalhos, que realizaram a extracdo de DNA de através do método de
Fenol-Cloroférmio (Macedo et al. 2023), o que indica que o0 nem toda a proteina é

eliminada através desse protocolo de extracéo.

Com relacdo aos valores obtidos para a relagdo A260/230 (1 bulbo:
0,337+0,205, 5 bulbos: 0,552+0,288, 10 bulbos: 0,898+0,279, 25 bulbos:
0,401+0,301, 50 bulbos: 0,56+0,435, 100 bulbos: 1,151+0,364), que se refere a

proporcédo de DNA em relagdo a compostos que podem atuar como contaminantes,
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todas as categorias apresentaram parametros abaixo do intervalo de 1,5 a 1,8,
considerado o ideal (Dejardins e Conklin,2010). Tal observacéo indica que em futuros
estudos um processo de aperfeicoamento adicional no protocolo utilizado é

necessario.

Apesar da maioria das amostras em todas categorias apresentarem parametros
de absorbancia que divergem do considerado ideal, para utilizacdo do DNA, as
amplificacdes obtidas comprovam que o DNA em pelos apresenta viabilidade para
utilizacdo desse material para pequenos e eventualmente em grandes fragmentos.
Os parametros obtidos podem ser utilizados como base para o uso em futuros

estudos.

O comprimento do marcador utilizado mostrou uma associacao direta com o
sucesso de amplificacao, bem como a quantidade de bulbos utilizados o que também
foi observado em outros estudos (Morin et al. 2001; Buchan etal. 2005; Hoffman e
Amos 2005 Jeffrey et al. 2007, Henry e Russelo, 2011). Em vista disso, se justificao
fato de os microssatélites apresentarem amplificacdo nas primeiras categorias, 1 e 5
pelos, fato também observado em outros estudo que utilizaram pelos como fonte de
DNA (von Beroldingen etal. 1987, Belantet al. 2007, Jeffrey et al. 2007, Wirsing et al.
2020).

As taxas de sucesso de amplificacao para os microssatélites na categoria de 1
bulbo variaram de 8% a 100%. Comparativamente a outros estudos, 0 sucesso de
amplificacéo para categoria com 1 bulbo, variou entre 33,3 e 37%, para as espécies
Ochotona princeps (Henry e Russelo2011) e Ursus arctos Wirsing et al. 2020) ambos
0s estudos utilizando kits comerciais de extracdo de DNA. Tal divergéncia
possivelmente se da pelo tamanho dos amplicons utilizados, os microssatélites

utilizados nesses estudos possuiam entre 185 a 587 pb.

Estudos como de McNevin et. al. 2005b confirmam que a obtencédo de
pequenos fragmentos de DNA pode ser realizada até em hastes de cabelo, tal
caracteristica também é observada em estudos genéticos de animais selvagens,onde
consideravel parte das abordagens utilizam de microssatélites (Taberlet et al., 1997,
Jeffrey et al.2007, Wirsing et al., 2020), mostrando que ainda h& alternativas a serem

exploradas para aproveitamento do DNA em pelos de cervideos.
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Contudo vale ressaltar que o sucesso de amplificacdo dos microssatélites nas
categorias 1 a 10 bulbos, variou de 8 a 100% com apenas um evento com a totalidade
de amostras amplificadas. Ja na categoria de 25 bulbos o0 sucesso variou de 96 a
100%, dessa forma essa categoria demonstrou ser a quantidade minima de bulbos
utilizados para obter maior percentual de sucesso, sendo assim a categoria

recomendada para estudos que utilizam microssatélites.

A utilizacéo de pelos como fonte de DNA mitocondrial € descrita como uma
abordagem comum, visto que devido ao menor tamanho da mitocondria a prevaléncia
da mesma foi observada até em estudos de pelos em DNA antigo (Gilbert et al. 2007).
Entretanto, comumente, sdo utilizados fragmentos de até 800 pb (Henry e Russelo,
2011), o que provavelmente justificaa maior taxa de sucesso do primer ND5, 690pb,

em detrimento ao primer Cyb, 1139 pb.

O primer ND5 apresentou amplificacdo em todas as categorias de pelo, com
sucesso de amplificacédo variando de 20 a 96%. A categoria de 50 pelos foi a que
apresentou maior percentual de sucesso, sendo essa entdo a quantidade

recomendada para obtencao de melhores resultados em estudos futuros.

Os introns nucleares apresentaram amplificacdo expressiva apenas na
categoria de 100 bulbos, uma vez que ha maior possibilidade de dentro dessas
categorias fornecer bulbos em fase anagénea e telogénea com fragmentos de pele,
dificilmente observados devido ao método de visualizacdo utilizado e pelo
desconhecimento de tais estruturas em cervideos, compactuando com os resultados
observados em trabalhos anteriores com outras espécies de mamiferos (Jeffrey
2007).

Apesar da amplificacdo das regifes intrbnicas terem ocorrido como maior
sucesso apenas na categoria de 100 bulbos, a confirmacdo da amplificacado desse
tipo de marcador nuclear em pelos de cervideos neotropicais abre uma nova
perspectiva sobre a utilizacdo de amostras nao invasivas para estudos e auxilio na
solucdo de incertezas taxondmicas através da genotipagem do DNA nuclear dos

atuais citotipos de M. americana.
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Com base nos testes realizados demonstrou-se o potencial que o DNA
proveniente de bulbos de pelos da espécie M. americana pode atingir em diferentes
niveis de amostragem para diferentes tamanhos de amplicons, tal conhecimento

permite o delineamento de futuros estudos, para as populacbes de M. americana.

Levando em conta esse potencial, como perspectivas futuras espera-se que a
metodologia de armadilhamento para cervideos neotropicais seja aplicadaem estudos
de campo, dessa forma informacdes sobre niveis de amostragem em campo e

resposta de animais de vida livre podem ser obtidas.

Em seu trabalho sobre armadilhas de pelo, Santos (2019) discorre sobre a
importancia de uma alta tensdo do fio de nylon nas armadilhas como uma forma de
potencializar a coleta de pelos, com base nos resultados obtidos na analise de
viabilidade do DNA, que demonstrou que as melhores amostragens para amplificacdo
foram 25, 50 e 100 bulbos, confirma que esse principio pode ter um impacto
fundamental na obtenc&o de maior quantidade de pelos e por consequéncia mais

bulbos.

Outro ponto importante € que a partir dos experimentos de avaliagcdo da
viabilidade do DNA realizados, qualifica a utlizagdo da metodologia de
armadilhamento proposta por Santos (2019), uma das principais vantagens € o custo
para montagem de armadilhas, considerando a compra de todos os materiais
necessarios, cada armadilha custa em torno de R$ 12,00, o que torna esse

mecanismo de coleta mais acessivel.

Quandose aborda o tema de genética, os avancos e possibilidades que surgem
abrangem as mais diversas areas. Ciénciaforense, medicina humana, saude animal,
sdo algumas areas com avanco expressivo no ambito da genética, por mais que
normalmente n&o ocorra o cruzamento de referéncias entre as areas, o estudo das
mesmas pode fornecer novas possibilidades sobre abordagens de estudo e
aplicacdesde técnicas que podem beneficiaragenéticada conservacao (Beja-Pereira
et al. 2009).

Um exemplo disso € a metodologia de triagem, baseada na coloracdo de
nucleos de células em bulbos provenientes de pelos arrancados e soltos, a partir de
corantes de ligagdo com o DNA, EvaGreen™, Diamond™Nucleic Acid Dye e

RedSafe™, como intuito de visualizar, através de microscépio fluorescente o numero
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de nucleos no bulbo dos pelos, e dessa forma selecionar aqueles com maior
probabilidade de fornecer DNA (Haines e Linacre, 2016). Tal abordagem pode
futuramente servir para selec¢édo de bulbos com maior probabilidade de fornecer DNA

nuclear.

7. Conclusao

O DNA obtido a partir de bulbos de pelos da espécie Mazama americana
comprovou-se eficiente para futura utilizacdo em estudos genéticos dessa espécie.
Apesar das relacdes de absorbancia obtidas estarem abaixo das proporcdes ideais, 0
gue possivelmente esta relacionado ao protocolo utilizado, foi possivel a obtencéo de
amplicons desde a categoria de 1 bulbo, 0 que demonstra a existéncia de DNA viavel

mesmo em pequenas amostragens.

Apesar do sucesso de amplificacao obtido para microssatélites nas categorias
de 1 e 5 bulbos, a utilizacdo de amostras com 25 bulbos ou mais pode diminuir o
numero de insucessos de amplificacdo, podendo assim fornecer mais informagcdes em
estudos que utilizam esse tipo de amplicon. O mesmo ponto é valido para o primer
ND5.

Em relacdo aos primers CARHSP-1 e PNPO, devido a o tamanho dos
amplicons gerados pelo mesmo, recomenda-se 0 uso de amostras com 100 pelos ou
mais para futuros estudos utilizando os mesmos. Porém, a obtencdo de nDNA de alto
peso moleculara partirde bulbosde pelode M. americana, tornam o uso de amostras
de pelo, uma alternativa para obtencédo desse tipo de DNA para estudos genéticos
populacionais, podendo ser uma ferramenta valiosa para resolucéo das incertezas
taxondmicas que permeiam essa espécie bem como a diferenciag¢éo a nivel molecular

dos seus citotipos.
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Apéndices

1 BULBO

MICROSSATELITE

GOUA 11-220pb MITOCONDRIAL

ND5-690

11 12 19 20 25 B

GOUA 29 - 144pb

GOUA 31-115pb

Figura 7. Fotodocumentacéo do produto de amplificacao a partir do DNA obtido de
1 bulbo de pelo da espécie M. americana.
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5 BULBOS
MITOCONDRIAL

MICROSSATELITE
GOUA 11-220pb ND5-690pb

GOUA 29-144pb

GOUA 31-115pb

Figura 8. Fotodocumentacéo do produto de amplificacéo a partir do DNA obtido de
5 bulbos de pelos da espécie M. americana.
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10 BULBOS

MICROSSATELITE MITOCONDRIAL
GOUA 11-220pb

CITB 10 E 50B-1140pb
e A

10p.17 10p.25 S0pR1 50p A2 SOp_ RS SOp.R1Y B

GOUA 29-144pb

Figura 9. Fotodocumentacéo do produto de amplificacéo a partir do DNA obtido de 10
bulbos de pelos da espécie M. americana.
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25 BULBOS

MICROSSATELITE MITOCONDRIAL
GOUA 11-220pb ND5-690pb

GOUA 29-144pb

GOUA 31-115pb

Figura 10. Fotodocumentacéao do produto de amplificacao a partir do DNA obtido de 25
bulbos de pelos da espécie M. americana
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* 50 BULBOS

MICROSSATELITE MITOCONDRIAL INTRONS NUCLEARES

GOUA 11-220pb PNPO-3-938pb

GOUA 29-144pb

ND5-690PB
GOUA 31-115pb

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

L L T ARl

Figura 11. Fotodocumentacgao do produto de amplificacéo a partir do DNA obtido de 50
bulbos de pelos da espécie M. americana
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100 BULBOS

MICROSSATELITE MITOCONDRIAL INTRON NUCLEARES
GOUA 11-220pb

ND5-690pb CARHSP-1-

GOUA 29-144pb

PNPO-3-938pb

GOUA 31-115pb

Figura 12. Fotodocumentagé&o do produto de amplificagao a partir do DNA obtido de 100
bulbos de pelos da espécie M. americana
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