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RESUMO

A anta é um megamamifero vulneravel a extingdo (IUCN), apresenta baixa taxa
reprodutiva e € uma espécie de elevada importancia na manutencao da estrutura
das florestas, este estudo pretende avaliar a movimentacao de individuos de anta
em uma paisagem antropizada no cerrado do Mato Grosso do Sul. Dada a
dificuldade de estudos com técnicas tradicionais de campo, estdo sendo
realizadas andlises moleculares de amostras né&o-invasivas (fezes) com
marcadores microssatélites, a fim de estimar o numero de individuos que utilizam
essa area, além de gerar informacdes genéticas que podem ser Uteis para auxiliar
programas de conservacao para esta espécie. Para tal, foram coletadas e
georreferenciadas 41 amostras de fezes da area de estudo. Através da
distribuicdo das amostras € possivel inferir que as antas utilizam a area de
floresta plantada de acordo com a disponibilidade do ambiente. O DNA de todas
as amostras foi extraido e os locos microssatélites de interesse foram testados.
Dez locos microssatélites foram testados, sendo que deste total cinco se
mostraram mais eficientes, ou seja, foi possivel realizar sua amplificacao na
grande maioria das amostras utilizadas e a genotipagem apresentou uma boa
qualidade, possibilitando uma identificacdo confiavel dos alelos. As amostras com
o gendtipo definido para pelo menos trés locos foram selecionadas e analisadas
no programa GIMLET para identificacdo individual e estimativa da Ppp
(Probabilidade de Identidade) e nos programas FSTAT e GenAlex para estimativa
da diversidade genética. Dentre 23 amostras analisadas, foram identificados 20
individuos, sendo 14 machos, 3 fémeas e 3 de sexo indeterminado. A recaptura
de trés individuos possibilitou a verificagdo da movimentacao destes pela area. O
presente estudo mostrou, entdo, que as antas (Tapirus terrestris) utilizam as
florestas plantadas de Eucalyptus em uma paisagem antropizada. As recapturas
também evidenciaram esse uso, mostrando inclusive que esta mancha funciona
como passagem de um fragmento para outro de vegetacao nativa. Entdo, embora
haja uma preferéncia destes animais pela vegetacao nativa, as antas nao evitam
a area de floresta plantada. A densidade populacional também se mostrou
préxima a encontrada em outros estudos, sendo assim, podemos afirmar que as
areas de floresta plantada apresentam no minimo um efeito neutro para esta
populacdo de antas. Pode-se, posteriormente, comparar estes dados com
populacées da Mata Atlantica e Pantanal, uma vez que a esta € uma populagéo
localizada geograficamente entre estes dois biomas.

Palavras-chave: microssatélites, identificagao individual, diversidade genética.
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1. Introducao

E fato que o crescimento exacerbado das populacdes humanas e a conseqtiente
expansao de suas atividades tém levado a reducédo dos biomas, bem como a reducao
da biodiversidade nestes locais. A fragmentacdo de habitats pode ter consequéncias
diretas sobre as populagcbes de plantas e animais, afetando parametros demograficos
de natalidade e mortalidade (VIANA et al., 1998). Do ponto de vista genético, a
fragmentagdo pode impedir o fluxo génico entre as populagbes, tornando-as mais
susceptiveis aos processos de endogamia e deriva genética e provocando a perda de
diversidade genética, o que reduziria significativamente o potencial evolutivo da espécie,
OU seja, sua a resposta a variagdes ambientais (FRANKHAM et al., 2008).

A fragmentacdo e perda de habitat € um dos fatores que mais afeta os
mamiferos terrestres no Brasil. Das cerca de 532 espécies de mamiferos descritas, 66
sao consideradas ameacadas pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais), enquanto que a IUCN considera 74 espécies, ressaltando que
lacunas de conhecimento provavelmente subestimam estes valores (COSTA et al.,
2005). Os mamiferos de médio e grande porte, também sao muito afetados pela caca
(COSTA et al,, 2005). A anta (Tapirus terrestris), Ultima espécie de megafauna do
Pleistoceno da América do Sul e Central (SIMPSON 1980; EISENBERG, 1981), que &
abundante em muitas partes da Amazobnia, tornou-se extremamente rara na Mata
Atlantica devido a pressdo de caga, perda, degradacdo e fragmentacdo de habitat
(CULLEN et al., 2000). No Cerrado, mesmo em locais com vastas areas de criagdo de
gado, ocorre a caga destes grandes animais (SANCHES et al., 2011).

Até o momento, ndo se sabe o motivo pelo qual as antas podem ocorrer em
alguns locais parcialmente perturbados e estar totalmente ausentes em outros, mas, €
discutido que a espécie provavelmente néo tolere a mudanca de habitat em grande
escala, bem como a pressdo de caca (NAVEDA et al, 2008). As antas sao
consideradas “Vulneraveis a extingao” pela IUCN (International Union for Conservation
of Nature), categoria A2cde+3cde, devido a redugao na populagao de cerca de 30% nas
Ultimas trés geracdes (cerca de 33 anos). Além disso, dado o longo periodo de
gestacao, estes animais s&o ecologicamente mais propensos ao risco de extingcdo uma

vez que sua baixa taxa reprodutiva torna dificil a recuperagcdo de suas populacoes



(NAVEDA et al., 2008). E ainda, a chance de encontro de pares para acasalamento €
reduzida na mesma propor¢ao da diminuigdo de suas populagdes.

o N, .~

Figura 1. Tapirus terrestris na Fazenda Barra do Moeda, Trés Lagoas, MG

Ademais, pouco se sabe como a paisagem pode facilitar ou impedir o fluxo de
individuos e, consequentemente, o fluxo génico. As florestas plantadas, principalmente
as monoculturas de Eucalyptus e Pinnus, podem compor uma importante barreira para
o fluxo de animais em uma paisagem, no entanto, cada taxon responde de maneira
diferente a esta barreira (BARLOW et al., 2007). Diversas espécies entendem essa
matriz de florestas plantadas como barreiras entre fragmentos de mata nativa, como
aves de sub-bosque (VERGARA & SIMONETTI, 2006). Outros animais, como médios e
grandes mamiferos, variam sua resposta com relacédo a estas florestas, sendo algumas
espécies ausentes e outras freqiientemente presentes nestes locais (CIOCHETI, 2008).
Ademais, estudos sugerem que florestas de espécies exéticas, desde que com um sub-
bosque de espécies nativas, apresentam um numero surpreendentemente elevado de
espécies, que as utilizam como passagem ou habitat (BARLOW et al., 2007). Vidolin, et
al. (2009) verificaram que a anta ocorre em areas de reflorestamento com espécies
exoticas, mas ndo ha uma selegao/preferéncia do animal por este tipo de ambiente, ela
apenas utiliza o espaco de acordo com a sua disponibilidade.

Outro ponto importante € que a anta é um dos Unicos frugivoros neotropicais
capazes de dispersar sementes em paisagens onde ha um grande numero de

fragmentos cujo isolamento ndo é muito acentuado (TOFOLI, 2006) e a capacidade de



dispersdao de sementes grandes parece ser Unica entre os dispersores neotropicais
(GALETTI et al., 2001; PI1ZO, 2004). Devido a isso, a presenca dos ungulados é um
importante determinante da estrutura da floresta e da diversidade de plantas (LICONA
et al., 2011) e, portanto, o declinio das popula¢des de anta significa ndo somente a
extincdo de uma espécie, mas causa também a perda de interacées que afetam as
espécies vegetais produtoras de grandes frutos (P1ZO, 2004; JORDANO et al., 2010).

Por exibir um habito solitario, noturno e ocorrer com maior freqiéncia em
florestas tropicais, os estudos populacionais de antas com as técnicas tradicionais de
campo sao dificultados (NORTON et al., 2004). Estimativas de tamanho populacional de
antas vém sendo feitas com o uso de cameras-trap, no entanto estas ndo se mostram
muito eficazes devido ao fato de a espécie ndo possuir caracteristicas fenotipicas que
permitam a identificacao individual com seguranca (OLIVEIRA-SANTOS et. al, 2010).
Outros métodos como telemetria e transeccéao linear também podem ser utilizados para
fins de estimativa populacional. Entretanto, a telemetria, além de se tratar de um
método invasivo, exige um grande esforco amostral para captura dos animais a fim de
instalar os colares, enquanto que a transeccédo linear ndo se aplica a organismos
elusivos e de habitos noturnos como a anta e altera o comportamento dos animais
durante a aproximacédo do pesquisador (MEDICI, 2010). Neste sentido, os marcadores
moleculares juntamente ao uso de fontes alternativas para a obtencdo de DNA, como
fezes e pélos, sdo ferramentas recentes que possibilitam o estudo de populacoes
ameacadas em condicdes naturais (EIZIRIK, 1996), além de trazerem vantagens como
logistica simples, sé@o relativamente econémicos e ndo ha necessidade de ver ou
perturbar o animal (BELLEMAIN et al., 2005; MEDICI, 2010). Ademais, as analises
genéticas de populagdes ameacadas sdao fundamentais para iniciativas de gestao e
devem ser prioridade em programas de conservacao destas espécies (COSTA et al.,
2005; EIZIRIK, 1996).

O presente trabalho prop6e o estudo genético populacional de uma populacao de
antas em uma paisagem antropizada, composta de areas de cerrado e de plantacées
de Eucalyptus no Mato Grosso do Sul, a fim de avaliar o fluxo de individuos pela area e
a variabilidade genética do maior mamifero brasileiro, a anta. Para tal, o tamanho
minimo populacional sera estimado através de identificagdo individual, a diversidade

sera estimada para a analise da fragilidade genética da populacao estudada e os dados



genéticos unir-se-a0 aos de paisagem para interpretacédo referente a sua movimentagcao

e area de vida.



2. Justificativa e Objetivos

Considerando que a anta € um megamamifero vulneravel a extingdo (IUCN),
apresenta uma baixa taxa reprodutiva (NAVEDA et al,, 2008) e dada a importancia
deste animal na manutengao da estrutura da floresta (JORDANO et al., 2010; LICONA
et al., 2011; PI1ZO, 2004), este estudo pretende avaliar a movimentacao de individuos
de anta em uma paisagem antropizada no cerrado do Mato Grosso do Sul. Tendo em
vista a dificuldade de aplicacdo de técnicas tradicionais de campo para o estudo da
anta (NORTON et al., 2004), serao realizadas analises moleculares ndo-invasivas com
marcadores microssatélites, utilizando amostras fecais como fonte de DNA, a fim de
estimar o ndmero minimo de individuos que utilizam essa area, além de gerar
informacgdes genéticas que podem ser Uteis para auxiliar programas de conservagao
para esta espécie.

Dada a situacdo problema descrita, o presente estudo pretende, através das
analises genéticas de fezes de anta:

- realizar identificagdo individual a partir de amostras fecais de Tapirus terrestris
coletadas na Fazenda Barra do Moeda — Fibria Sul Mato-Grossense (Trés Lagoas, MS)
para estimar o tamanho minimo populacional;

- estimar a diversidade, possibilitando analise da fragilidade genética da populagcédo
estudada;

- mapear os individuos e unir os dados genéticos com os dados de paisagem,
analisando assim sua movimentacéao e area de vida;

- gerar dados para comparacao com outras populagdes, uma vez que a populagao de
estudo se localiza entre as populagdes do Pantanal e da Mata Atlantica, as quais estao

sendo estudadas em projetos paralelos.
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3. Material e Métodos

3.1. Area de Estudo

O estudo foi realizado nos limites da Fazenda Barra do Moeda (Zona UTM 22,
417.618W, 767.7994S) pertencente a Fibria Celulose S/A - Unidade Trés Lagoas, MS
(Figura 2). A fazenda possui 5270,2 ha e fica localizada a margem Oeste do Rio Parana.
A cobertura vegetal e uso do solo na fazenda é composta predominantemente por
plantacdes de eucalipto (2979,7 ha, 56,54% da area da fazenda), com a presenca de
dois grandes fragmentos de cerrado nativo (somando 1923,2 ha, 36,49% do total),
correspondente as areas de Reserva Legal (RL) e Areas de Preservacdo Permanente
(APPs) da propriedade. O restante da area é composto por construgcdes da empresa
(Figura 2). O uso do solo no entorno da fazenda, além das areas de vegetacao nativa
(como extensas varzeas na margem do Rio Parand) é composto por pastagem e
plantacdes de eucalipto (Figura 2). Em uma escala regional, o uso ¢&

predominantemente de pastagens.

v -"

Figura 2. Localizagdo e cobertura da paisagem na Fazenda Barra do Moeda (Fibria
Celulose S/A - Unidade Trés Lagoas, MS)
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3.2. Coleta das fezes

Entre agosto de 2009 e fevereiro de 2011, a cada trés meses, foram coletadas e
georreferenciadas um total de 41 amostras de fezes da area de estudo. A coleta das
fezes (Figura 3) foi realizada em colaboragdo com a Casa da Floresta Assessoria
Ambiental Ltda pelo método de busca ativa realizada por mastozzélogos (Paul Francois
Colas-Rosas e Elson Fernandes Lima). As fezes foram acondicionadas em tubos de 50
mL contendo etanol 100%, sendo posteriormente mantidas em freezer até a extracao
do DNA. As coordenadas dos pontos de coleta foram obtidos com o auxilio de GPS
(Global Positioning System), sendo os mesmos plotados para interpretacao referente a

movimentagao e area de vida dos animais.

Figura 3. Fezes frescas coletadas em parceria com a Casa da Floresta
Assessoria Ambiental Ltda

3.3. Extracao de DNA

As extracdes de DNA das amostras fecais foram realizadas com a utilizagdo dos
kits comerciais “QIAmp DNA Stool Mini Kit” (Quiagen) e “PSP Spin Stool DNA” (Invitek),
especificos para este tipo de material. O protocolo para extragdo do DNA seguiu
recomendacdes feitas pelo fabricante.

A extracdo de todas as amostras coletadas foi realizada, a principio, logo que
amostrada, rendendo um total de 200 pl de extrato de DNA por amostra. Como séo
necessarios diversos testes para a padronizacdo de cada loco microssatélite utilizado,
algumas amostras tiveram que ser re-extraidas, a fim de possibilitar a realizagdo de
mais reagdes de PCR, necessarias para a confirmacao dos genétipos de cada amostra.
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3.4. Amplificacao dos locos de microssatélites

Os genotipos das amostras de DNA foram obtidos através da utilizacdo dos
marcadores microssatélites desenvolvidos para a anta (SANCHES et al., 2009). Para as
PCRs, foi utilizado um método que utiliza trés primes para a incorporagdo de uma
marcacao fluorescente ao fragmento amplificado (SCHUELKE, 2000), possibilitando a
genotipagem em sequenciador automatico. Cada reagdo de PCR contém tampéo da
reacao 1x, 3 mM de MgCl,, 8 ug de BSA, 125 uM de dNTP, 2 pmol do primer forward, 8
pmol do primer reverse, 8 pmol do primer contendo a fluorescéncia, 1 U de Tag, em um
volume final de 12 ul. A reacao é iniciada com uma desnaturagao inicial a 94° C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos de 94° C por 30 segundos, 48-56° C por 1 minuto, 72° C
por 45 segundos e uma extensao final de 72° C por 10 minutos.

A identificacdo dos alelos foi realizada por servicos de terceiros em sequienciador
automatico ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems) e os alelos foram escoreados
por meio do programa GeneMarker (demo version). As genotipagens foram realizadas
em réplicas, de forma a minimizar erros comuns a amostras nao invasivas (HAJKOVA
et al., 2006). Cada loco é amplificado no minimo duas vezes para heterozigotos e trés

vezes para homozigotos, garantindo a diminuicao destes erros.
3.5. Sexagem

A identificacdo sexual € uma ferramenta que auxilia a identificagdo individual,
além de fornecer informagdes sobre a estrutura sexual da populagédo de estudo. Para a
determinagéo do sexo dos individuos, foi realizada uma reagéo de PCR utilizando-se de
um par de primer para a amplificacdo do gene ZFX/ZFY, presente em ambos 0s
cromossomos sexuais (AASEN e MEDRANO, 1990), e outro par de primers para a
amplificagdo do gene SRY, presente apenas no cromossomo sexual masculino (POMP
et al., 1995).

3.6. Analises dos Dados

A partir dos gendtipos sao realizadas as identificagdes individuais das amostras a

fim de se obter uma estimativa do tamanho minimo populacional da espécie na area de
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estudo. A identificagdo individual foi feita com a utilizagdo do programa GIMLET
(VALIERE, 2002) onde os gendtipos obtidos para os diferentes loci sdo analisados em
conjunto. Ainda nesse programa foi estimada a probabilidade de identidade (Ppp), i.e., a
probabilidade de dois individuos aleatoriamente amostrados compartilharem os
mesmos gendtipos para os loci analisados. Isto permite quantificar o poder de
discriminagdo dos individuos por meio dos locos de microssatélites analisados
(PAETKAU et al., 1998, WAITS et al., 2001). Para tal, consideramos os genoétipos que
sao repetidos em PCRs independentes (por trés repeticdes) e selecionamos somente
as amostras com pelo menos trés locos com gendtipo ja definido.

Foi calculada também a taxa de erro por loco (e), que se trata de uma relacao
entre os locos genotipados (m)) e a repetibilidade destes gendtipos (nt) (POMPANON et
al., 2005). Este dado nos mostra qual dos locos tem a genotipagem mais confiavel em
comparagao aos demais utilizados.

Os genodtipos também foram utilizados para estimar a diversidade genética,
utilizando o numero e riqueza de alelos, heterozigosidade esperada e observada e
coeficiente de parentesco, dados estes obtidos por meio do programa GenAlex
(PEAKALL & SMOUSE, 2006) e FSTAT (GOUDET, 1995).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Distribuicao das amostras

Analisando-se a distribuicdo das amostras de fezes (Figura 4) é possivel
observar que as antas utilizam a area de floresta plantada de acordo com a quantidade
desta area disponivel no ambiente, ou seja, ndo demonstram preferéncia por este tipo
de habitat, como encontrado por Vidolin et al., 2009. No presente trabalho, encontramos
53,66% das amostras coletadas em areas de Eucaliptus, 43,9% em areas de vegetacao
nativa e 2,44% na area construida da fazenda (correspondente a uma amostra). Como
a proporcdo de amostras encontradas na area de floresta plantada se aproxima da
proporcdo desta area disponivel no ambiente (56,54%), podemos inferir que a anta
utiliza este tipo de ambiente, porém sem indicios de preferéncia pelo mesmo. Ja a
proporcdo encontrada nas areas de vegetacao nativa € um pouco maior que a
disponibilidade (36,49%). Uma possivel explicacdo é que a area de vegetacado nativa
também é composta por areas de varzea, e esta Ultima € selecionada pela anta
(VIDOLIN et al., 2009), podendo entdo aumentar o uso desta area pelo animal.
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Figura 4. Distribuicdo das amostras de fezes coletadas na Fazenda Barra do Moeda —
Fibria Celulose S/A

4.2. Sucesso de amplificacao dos locos microssatélites e genotipagem

Um total de 10 locos microssatélites polimoérficos foi testado na amplificagéo de
todas as amostras. O sucesso na amplificagdo de cada loco foi examinado a fim de se
avaliar a viabilidade da utilizacdo dos mesmos para o estudo, além de nos indicar a
qualidade do DNA presente em cada amostra. Por se tratar de amostragem nao
invasiva, o0 DNA presente é de baixa qualidade ou estéd presente em baixa quantidade.
Farrell et al., 2000, encontraram maior sucesso de amplificagdo por PCR para amostras
de fezes de felinos coletadas em época seca comparadas as amostras coletadas em
época chuvosa. Isso se deu devido as condi¢des climaticas, pois fortes chuvas podem
remover as células do célon das fezes, diminuindo sua quantidade, e o clima quente e
Umido de certas épocas do ano podem ter favorecido o crescimento de fungos nas
fezes, aumentando a degradacdo do DNA presente. Essa baixa qualidade de DNA
pode causar erros de genotipagem, podendo gerar alelos falsos (TABERLET et al.,
1999) ou causar a nao amplificagdo de alelos existentes - dropout (GAGNEUX et al.,
1997; POMPANON et al., 2005), afetando assim a identificacao individual e a obtengao
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de estimativas de tamanho populacional (CREEL et al., 2003), diversidade genética,
estrutura genética populacional, entre outras (TABERLET et al, 1999). Assim,
adotamos uma medida para minimizar esses erros. Amostras que nao foram
amplificadas para nenhum ou poucos locos microssatélites foram descartadas das
andlises devido a sua baixa qualidade/quantidade de DNA. Onze amostras foram
retiradas das andlises este motivo.

Quanto a viabilidade da utilizacao de cada loco, foram avaliados dois fatores: o
sucesso de amplificagdo para a maioria das amostras utilizadas e a qualidade da
genotipagem, que deve ser de facil interpretacdo e se confirmar nas repeti¢cdes
realizadas. Dos 10 locos testados, quatro obtiveram um baixo sucesso de amplificagdo
(Tter6, Tter14, Tter17) e trés ndo apresentaram uma boa repetibilidade na genotipagem
(Tter9, Tter11 e Tter17), como mostra a Tabela 1. Como sucesso de amplificagao, foi
considerado a proporcao das amostras que foram amplificadas para o loco de interesse
dentre todas as amostras submetidas a reacdo de PCR. Ja a repetibilidade dos
genotipos foi entendida como a repeticdo de um gendtipo na réplica ou tréplica de sua
genotipagem, sendo que os gendtipos nao repetidos foram considerados de baixa
qualidade/confiabilidade. No caso onde n&do houve repeticbes da genotipagem (Tter6),
esta se deu pela ndo amplificagdo de uma mesma amostra por mais de uma vez, visto
que o sucesso de amplificacao foi baixo e, portanto, ndo se tornou possivel a repeticao
da genotipagem.

Tabela 1. Sucesso de amplificacdo, genotipagem e selecao dos melhores locos para
analise dos dados

Locos Sucesso de Repetibilidade dos Loco utilizado para
testados amplificacdo gendtipos obtidos andlises?
Tterd 92,50% 45,0% Sim
Tterb 100% 87,5% Sim
Tter6 25,45% Sem repeticdes Nao
Tter 9 72,72% 7,69% Nao
Tter10 95,12% 65,0% Sim
Tter11 57,50% 45,0% Nao
Tter13 85% 34,29% Sim
Tter14 0,00% - Nao
Tter17 27,50% 0,0% Nao

Tter18 100% 56,66% Sim
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De acordo com estes parametros, cinco locos estdo presentes nas analises, que
apresentaram um sucesso de amplificacdo e/ou repetibilidade dos gendétipos altos. Séo
eles: Tter4, Tterb5, Tter10, Tter13 e Tter18. Todos esses cuidados que devem ser
tomados com amostras nao-invasivas justificam todo o elevado consumo financeiro e

de tempo, quando comparado a estudos que utilizam amostras invasivas.

4.3. Identificacao individual e movimentacao de individuos

Das 30 amostras com boa qualidade, 23 tiveram os genotipos definidos para pelo
menos trés locos, o que possibilitou a identificagdo dos individuos. Nao utilizamos as
demais amostras, pois consideramos que apenas um ou dois locos genotipados nao
traz informacao suficiente para a identificacao e diferenciacdo dos individuos. A Tabela
2 mostra os valores de Probabilidade de Identidade (P\p) corrigidos para amostras com
pequeno numero de individuos como a nossa, chamado de Pp unbiased (VALIERE,
2002), e para populacdes onde existam muitos individuos aparentados, como irmas-
irmaos, chamado de Pp sibs (WAITS et al. 2001).

Tabela 2. Probabilidade de ldentidade dos locos utilizados

Loco Pl unbiased / 16cus Pl sibs / locus
Tterd 6,91x107 4,13x10™
Tter5 4,94x107 3,75x10™
Tter10 9,05x107 4,43x10™
Tter13 6,41x10 3,85x10"
Tter18 3,53x10 3,58x10"
Pip Total 7,01x10” 9,48x10°®

Quando analisamos o Pp total, obtido pela multiplicagédo do P\p de todos os locos
(WAITS, et al., 2001), notamos que a probabilidade de dois individuos compartilharem
0s mesmo gendtipos é extremamente baixa e que, portanto, o poder de identificacao
individual dos locos é alto.

O caélculo da taxa de erro nos mostra que quanto menor o valor, menor o erro e
maior a confiabilidade do loco (Tabela 3). Entdo, de acordo com esta perspectiva, os
locos que contém menor e maior taxa de erro, respectivamente, sdo o Tter5 e Tter13.
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Tabela 3. Taxa de erro por loco

Loco Taxa de erro (e;= my/nt)
Tter4 2,22
Tter5 1,14
Tter10 1,54
Tter13 2,92
Tter18 1,76

De acordo com estes valores, podemos selecionar quais locos podemos confiar
mais para a realizagdo da identificagdo individual, uma vez que os locos com uma maior
taxa de erro podem conter mais falsos alelos ou alelos dropout (POMPANON et al.,
2005), prejudicando assim a estimativa do tamanho minimo populacional. As taxas de
erro mais elevadas encontradas para os locos Tter4 e Tter13, podem estar relacionadas
ao fato de se tratarem dos loci com maior tamanho, cerca de 260 e 298,
aproximadamente. A utilizac&o de locos de tamanho grande em amostras ndo invasivas
¢ dificultada, ja os DNAs obtidos sdo degradados. Estes loci exigem um maior cuidado
para a definicdo dos genotipos.

Para as 23 amostras analisadas, foram encontrados 20 genétipos distintos, ou
seja, cada gendtipo diferente é correspondente a um individuo. Podemos afirmar entao
que a populacédo de estudo possui um minimo de 20 individuos, sendo que trés deles
foram recapturados, evidenciado pelo gendtipo idéntico correspondentes a amostras
fecais diferentes (Figura 5).

A partir deste numero minimo populacional podemos realizar uma comparacao
com estudos de densidade populacional de antas ja realizados. Em um estudo néo-
publicado citado por (MEDICI, 2010), verificou-se que a densidade de antas obtida por
transeccao linear e cameras-trap em uma area de transicdo Cerrado-Pantanal na Bacia
do Rio Paraguai é em média de 2,19 antas/ km?, enquanto que o presente estudo
encontrou 0,38 antas/km2. Ja em um trabalho realizado no Pantanal (TROLLE et al.,
2008), foi estimada uma densidade de 0,58 antas/km? através de cameras-trap e 0,55
antas/km? através de transecto linear. Observamos entdo que a densidade populacional
encontrada no presente estudo se aproxima a densidade encontrada em locais onde a

paisagem nao é fragmentada, como é o caso do Pantanal. Vale ressaltar que estas
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diferencas de densidade podem ser reflexos de diferengas metodoldgicas para

obtencado do numero de individuos.
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Figura 5. Distribuicdo dos individuos identificados e distancia linear entre as recapturas.

Podemos também verificar a movimentacao dos individuos pela paisagem
através das recapturas obtidas. Nota-se, na Figura 5, que trés individuos tiveram suas
fezes coletadas mais de uma vez: os individuos 1, 11 e 16. As distancias entre as
recapturas foram, respectivamente, 8,76; 2,69 e 1,07 km. Esta grande diferenca entre a
distancia de recaptura do individuo 1 para os outros dois possivelmente se deu pela
diferenca no intervalo de tempo entre as coletas/recapturas. A recaptura do individuo 1
foi realizada 14 meses apds a primeira coleta, ja as recapturas dos individuos 11 e 16

foram realizadas, respectivamente, apos 2 e 4 meses.



20

Ao analisarmos a distribuicdo dos individuos pela paisagem, somando-se a
preferéncia da anta pela vegetagcéo nativa (citado no item 4.1), podemos inferir que a
presenca dos talhdes de eucalipto ndo impede a anta de se deslocar de um fragmento
para o outro de Cerrado na area de estudo, evidenciado principalmente pela recaptura
do individuo 1. E possivel afirmar, entdo, que a anta utiliza bem toda essa paisagem, e
possivelmente as plantagcées de eucalipto no entorno da fazenda, ao longo do tempo,
uma vez que encontramos uma distancia de 8,76 km entre recapturas de um mesmo

individuo ap6s pouco mais de um ano.

4.4. Determinacao do sexo

A reacao de sexagem foi realizada para todas as 30 amostras consideradas com
boa qualidade e/ou quantidade de DNA (citado no item 4.2). Dentre estas amostras, foi
possivel identificar o sexo para 25 delas, sendo trés amostras do sexo feminino e 22 do
sexo masculino. Considerando os 20 individuos identificados, podemos afirmar que
existem pelos menos 14 machos, trés fémeas e outros trés individuos de sexo
indeterminado na populacdo de estudo. As amostras onde nao foi possivel a
determinagdo do sexo podem ser potencialmente fémeas, uma vez que o fragmento do
cromossomo X € maior e, portanto, de mais dificil amplificagdo em DNA de baixa
qualidade como o0s obtidos por amostragem n&o-invasiva. Como os machos foram
identificados apenas pela amplificacdo do fragmento do cromossomo Y, ou seja,
mesmo sem a amplificacdo do fragmento do cromossomo X, foi possivel a
determinagédo do sexo masculino mesmo com a baixa qualidade do DNA.

Podemos notar que a propor¢cdo de machos amostrados € bem maior que a de
fémeas, pois mesmo se os trés individuos nao identificados fossem fémeas, teriamos
pelo menos o dobro de machos com relacdo as fémeas. Nao podemos afirmar,
entretanto, que a razdo sexual na populacdo segue as propor¢gdes encontradas na
amostragem, uma vez que padrdes comportamentais em mamiferos geralmente se
apresentam de formas diferentes entre machos e fémeas. Em outras espécies de
mamiferos, os padrdes de territorialidade e de defecagdo em latrinas, por exemplo, sao
diferentes entre os sexos (ROPER et al, 1993). Devido a essa diferenca de

comportamento, a amostragem das fezes pode ser tendenciosa para um dos sexos,
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nao possibilitando considerar a razdo sexual encontrada para amostragem de estudo

para a de toda a populacao.

4.5. Diversidade Genética

A fim de avaliar a diversidade genética da populacdo de estudo, utilizamos os
dados de genotipagem por microssatélites para verificar a freqiéncia alélica em cada
loco (Tabela 4), estimar o nimero e riqueza de alelos, heterozigosidade esperada e
observada e o Fis,um indice que nos mostra o grau de endogamia da populacdo, uma
vez que o0 endocruzamento reduz a heterozigosidade da mesma (FRANKHAM et al.,
2008).

Tabela 4. Numero de alelos e frequéncia alélica em cada loco

Alelo /Loco Tterd Tter5 Tter10 Tter13 Tter18
1 0,038 0,050 0,056 0,091 0,067
2 0,077 0,100 0,500 0,091 0,067
3 0,111 0,100 0,083 0,045 0,100
4 0,077 0,050 0,083 0,318 0,033
5 0,038 0,025 0,028 0,273 0,167
6 0,462 0,225 0,056 0,182 0,033
7 0,115 0,075 0,028 - 0,033
8 0,038 0,0375 0,167 - 0,167
9 0,038 - - - 0,333

As amostras utilizadas para estas analises foram apenas aquelas identificadas
individualmente (n=23). As demais amostras (com um ou dois locos genotipados) nao
foram utilizadas pois, uma vez que ndo se sabe com certeza quais destas amostras sao
repeticoes de um mesmo individuo, a freqiéncia e riqueza alélicas estariam
superestimadas.

O numero de alelos encontrados variou de 6 a 9, com uma média de 8 alelos por
loco, e a riqueza alélica (que considera o tamanho amostral) variou de 6,0 a 8,345, com
uma média de 7,248 (Tabela 5). A heterozigosidade observada (H,) média nos mostra
uma diversidade genética relativamente elevada, porém menor que a heterozigosidade
esperada (He). Alguns locos, porém, apresentam uma diferenca maior entre Hy € He,
evidenciado por um valor de Fis maior que zero. Exemplos sdo os locos Tter10 e
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Tter13, que apresentam os maiores valores de Fis e, consequentemente, uma menor
heterozigosidade observada com relacdo a esperada. A média do valor de Fis nos
indica endocruzamento na populagdo de estudo, visto que o valor se apresentou

positivo e com um p=0,01, indicando que o valor ¢é significativamente maior que zero.

Tabela 5. Numero de alelos, riqueza alélica, heterozigosidade observada (H,),
heterozigozidade esperada (He) e Fis

Loco Numero de Riq,u'eza H, H, Fis
alelos alélica
Tter4 9 8,345 0,615 0,743 0,210
Tter5 8 7,008 0,700 0,778 0,125
Tter10 8 6,830 0,444 0,701 0,390
Tter13 6 6,000 0,455 0,773 0,451
Tter18 9 8,057 0,600 0,811 0,292
Média 8 7,248 0,563 0,761 0,293

Analisamos também o parentesco entre os individuos através de um coeficiente
que relaciona os individuos par a par, formando uma matriz de parentesco (LYNCH &
RITLAND, 1999). O nivel de parentesco entre dois individuos € a probabilidade de que
dois alelos escolhidos aleatoriamente sejam idénticos por descendéncia (FRANKHAM
et al.,, 2008), entdo, estimativas negativas indicam auséncia de parentesco entre os
individuos (LYNCH & RITLAND, 1999). Como o parentesco médio de uma populagao é
inversamente proporcional a sua diversidade genética (FRANKHAM et al., 2008), trata-
se de outro indice importante para avaliar a diversidade genética de uma populagao,
além de indicar relacbées de parentesco entre individuos especificos. Encontramos uma
estimativa de parentesco média negativa (-0,036), indicando auséncia de parentesco
entre a maior parte dos individuos (em 72,49% das combinagdes). Entretanto,
encontramos uma proximidade grande entre alguns individuos, indicando provaveis
relagbes como pai-filho ou irmdo-irméo (coeficiente ~0,5), meio-irmé&o ou avé-neto
(~0,25) e primos ou bisavO-bisneto (~0,125). Estes individuos e seus coeficientes de
parentesco estdo representados na Tabela 6. Estas relagbes mais proximas de

parentesco podem ter resultado no Fis significativamente maior que zero.



Tabela 6. Coeficiente de parentesco e relagdes provaveis de parentesco entre 0s

individuos mais aparentados

Individuos

Coeficiente de parentesco

Parentesco provavel

2e3
5e6
9¢10
6el13
7e15
8e 15
6el16
8e 16
8e 17
10e 19
12e19
16e 19

0,111
0,500
0,214
0,100
0,206
0,109
0,152
0,308
0,254
0,135
0,328
0,157

primos / bisavé-bisneto
pai-filho / irmaos
meio-irmaos / avé- neto
primos / bisavé-bisneto
meio-irmaos / avo- neto
primos / bisavé-bisneto
primos / bisavo-bisneto
meio-irmaos / avo- neto
meio-irmaos / avo- neto
primos / bisavo-bisneto
meio-irmaos / avo- neto
primos / bisavo-bisneto

23
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5. Discussao Geral e Conclusoes

A influéncia humana sobre os ambientes naturais, como a caga e a agricultura,
podem afetar seriamente a variedade de respostas ecoldgicas dos organismos
(JORDANO et al., 2010; FAHING et al., 2011). Pode haver perda de interagcdes como a
mudanga no ciclo de regeneracdo natural de plantas pela perda de frugivoros
(JORDANO et al., 2010) ou alguns animais podem ser localmente extintos mesmo em
areas de florestas devido a existéncia de matriz agropecuéaria extensiva ao redor
(MAZOLLI, 2006).

Dentro das manchas presentes em uma paisagem antropizada, as matrizes
podem ter efeitos negativos, neutros ou benéficos para uma espécie ou grupo de
espécies (FAHING et al., 2011). As manchas com efeito negativo, em geral, ndo contém
recursos e ainda trazem riscos a espécie, como vulnerabilidade a caca por exemplo; as
neutras nao fornecem recursos mas também nao trazem riscos a espécie, enquanto
que as benéficas fornecem recursos e podem ter fungdes adicionais, como abrigo no
inverno, sitio de reproducéo, ou servir de passagem para os animais (FAHING et al.,
2011), funcionando como elementos de conectividade entre manchas de habitat.

O presente estudo mostrou, através da localizacdo das amostras de fezes
coletadas, que as antas (Tapirus terrestris) utilizam as florestas plantadas de
Eucalyptus em uma paisagem antropizada. As recapturas também evidenciaram esse
uso, mostrando inclusive que estas manchas funcionam como passagem de um
fragmento para outro de vegetagé@o nativa. Entdo, embora haja uma preferéncia destes
animais pela vegetacao nativa, as antas fazem algum nivel de uso da floresta plantada.
A densidade populacional também se mostrou prdéxima a encontrada em outros estudos,
sendo assim, podemos afirmar que as areas de floresta plantada apresentam no
minimo um efeito neutro para esta populagao de antas.

Quanto a diversidade genética, mesmo havendo um certo grau de endogamia
presente na populacdo, esta mostra-se alta se analisarmos a heterozogosidade
observada e o coeficiente de parentesco da populagéo. Os resultados nos levam a crer,
juntamente com o0 uso da paisagem observado através das recapturas, que a
populacao de antas presente na fazenda Barra do Moeda néo esta sendo prejudicada,
até o momento, pela plantacdo de eucaliptos presente.
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Além disso, a partir deste estudo € possivel realizar uma comparagdo com 0s
gendtipos de outras populagdes, verificando-se assim a estrutura genética populacional
bem como a existéncia de fluxo génico com outras populacdes. Pode-se, por exemplo,
comparar estes dados com populagcées da Mata Atlantica e Pantanal, uma vez que a

esta € uma populacgéo localizada geograficamente entre estes dois biomas.
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