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RESUMO 

 

As espécies em todo o mundo estão cada vez mais expostas à novas ameaças 

devido às atividades antrópicas. A principal ameaça atualmente corresponde à modificação 

da paisagem, resultando em alterações nos padrões demográficos e genéticos das 

populações das espécies. A perda e fragmentação do habitat pode levar à redução do 

tamanho populacional e, dessa forma, alterar as relações entre as espécies que compõe uma 

comunidade. A mudança na paisagem também pode impor barreiras ao deslocamento dos 

indivíduos, limitando o fluxo gênico entre as populações. Além disso, a necessidade de 

buscar novas áreas para estabelecer territórios, devido a diminuição de seus habitats 

naturais, expõe as espécies a novas ameaças, entre elas, o atropelamento, considerada hoje 

uma grande ameaça para as espécies. Nesse cenário, alguns grupos são ainda mais 

sensíveis, por exemplo os carnívoros, que já ocorrem naturalmente em baixas densidades e 

necessitam de grandes áreas de vida. Nesse sentido, este trabalho teve como principais 

objetivos avaliar os aspectos demográficos (tamanho populacional mínimo, abundância e 

densidade) da comunidade de felinos em quatro áreas no estado de São Paulo (Estação 

Ecológica dos Caetetus, Fazenda Rio Claro da Duratex, Floresta Nacional de Capão Bonito 

e Parque Estadual Carlos Botelho) através da coleta de amostras não invasivas (fezes) em 

conjunto com técnicas moleculares. Além disso, tendo a espécie P. concolor como modelo, 

verificamos a distribuição da sua diversidade genética e ocorrência de estruturação 

populacional em uma paisagem fragmentada no estado de São Paulo e Minas Gerais. 

Também avaliamos o impacto da perda de indivíduos por atropelamentos em uma 

população local de P. concolor utilizando os dados genéticos para uma análise de 

viabilidade populacional. Os resultados mostram uma influência das características das 

áreas para a ocorrência das espécies de felinos diretamente relacionadas às suas 

características e necessidades. Os resultados também indicam que a perda e fragmentação 

do habitat já podem estar influenciando na dispersão de indivíduos de Puma concolor, 

resultando na estruturação de suas populações. Espécie essa que também sofre o impacto 

dos atropelamentos na perda de indivíduos, e em longo prazo, pode também trazer 

impactos na diversidade genética nas suas populações. Dessa forma, este trabalho 

demonstra, sob diferentes aspectos, os impactos demográficos e genéticos sofridos pelas 

espécies de felinos em um ambiente cada vez mais alterado. 

Palavras-chaves: Carnívoros; Dispersão; Genética da conservação; Viabilidade 

populacional; Microssatélites. 
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ABSTRACT 

Species around the world are increasingly exposed to new threats due to human activities. 

The main threat is the landscape modification by human activities, resulting in 

demographic and genetic pattern changes of species populations. Habitat loss and 

fragmentation may promote the reduction of population size and thus can result in changes 

in species community. In addition, the modification of landscape can act as a barrier to the 

individuals movement, limiting gene flow and the population viability. In addition, the 

needs of searching for new areas to the establishment of territories, may expose individuals 

to new threats, such as road killing, which is currently considered an important threat to 

species. In this scenario, some groups are even more sensitive, for example carnivores, 

which already occur naturally in low densities and require large home ranges. In this sense, 

this work had as main objectives to evaluate the demographic aspects (minimum 

population size, abundance and density) of the feline community in four study areas in São 

Paulo state (Estação Ecológica dos Caetetus, Fazenda Rio Claro da Duratex, Floresta 

Nacional de Capão Bonito e Parque Estadual Carlos Botelho) using non-invasive sampling 

and molecular technics. In addition, considering P. concolor as a model, we verified the 

distribution of its genetic diversity and the occurrence of population structuring in a 

fragmented landscape within São Paulo and Minas Gerais states. We also evaluated the 

impact of the loss of individuals due to road killing for the population viability of Puma 

concolor. The results show an influence of the characteristics of the areas for the 

occurrence of feline species directly related to their characteristics and requirements. In 

addition, the results indicate that the loss and fragmentation of the habitat already may 

represent an important factor for the dispersion of individuals of P. concolor, resulting in 

the structuring of their populations. This species also suffers the impact of road killing on 

the loss of individuals which, in long term, also may represent a loss of genetic diversity in 

their populations. In this way, this work demonstrates, under different aspects, the 

demographic and genetic impacts on feline species in an increasingly modified 

environment. 

Keywords: Carnivorous; Dispersion; Conservation Genetics; Population viability; 

Microsatellites. 
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1. Apresentação 

Esta tese está dividida em diferentes capítulos para melhor apresentação dos 

resultados. Inicialmente, apresento uma fundamentação teórica para compreensão de todos 

os aspectos abordados no trabalho, seguida de três capítulos em formato de artigos 

científicos a serem submetidos. Posteriormente, faço considerações finais levando-se em 

conta principalmente aspectos para a conservação das espécies. Por fim, apresento nossas 

conclusões com os principais resultados e contribuições obtidas ao longo do trabalho.  

No primeiro capítulo, verificamos aspectos demográficos (ocorrência e 

estimativas de abundância e densidade) das espécies de felinos que compõem a 

comunidade das populações estudadas: Puma concolor, Leopardus pardalis, Leopardus 

guttulus e Puma yagouaroundi. Nesse estudo utilizamos amostras fecais e técnicas 

moleculares para identificação molecular das amostras e detecção dos indivíduos 

amostrados. Além da descrição dos aspectos demográficos, também discutimos as 

possíveis relações de competição envolvidas entre as espécies que compõem essa 

comunidade e como isso afeta a demografia das espécies de menor porte.  

O segundo capítulo faz uso de todo o conjunto de amostras obtido para a 

espécie P. concolor, incluindo amostras fecais, atropelamentos e indivíduos capturados, 

para avaliar a distribuição da sua diversidade genética e verificar a ocorrência de 

estruturação genética. Em um estudo prévio durante o desenvolvimento do projeto de 

doutorado, constatamos a ocorrência de estruturação populacional para P. concolor em fina 

escala para uma região altamente antropizada no interior do estado de São Paulo 

(SARANHOLI et al. 2017). Desse modo, no segundo capítulo desta tese, nosso objetivo 

foi avaliar esses mesmos parâmetros em uma escala geográfica mais ampla. A espécie P. 

concolor foi utilizada como modelo, pois além de ter sido a espécie melhor representada 

do ponto de vista amostral, também é considerada a espécie mais generalista entre as 

estudadas devido a capacidade de usar habitats mais modificados. Portanto, os resultados 

para a onça-parda sobre as consequências da modificação do habitat podem ser utilizados 

como parâmetros para as demais espécies que são consideradas mais sensíveis, auxiliando 

em medidas práticas de conservação. 
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No terceiro capítulo abordamos uma das principais ameaças atuais para as 

espécies de carnívoros de médio e grande porte, o atropelamento de fauna. Dessa forma, 

esse capítulo aborda não somente uma avaliação do número de indivíduos de onça-parda 

atropelados, espécie altamente impactada por essa ameaça em nossas áreas de estudo, mas 

também o impacto genético em uma população local devido à perda e retirada de 

indivíduos. Tal perda pode afetar a viabilidade dessa população em longo prazo.  

Paralelamente ao desenvolvimento desta tese, nos envolvemos com outras 

questões relacionadas ao estudo de carnívoros empregando as análises genéticas e 

ferramentas moleculares. No trabalho de Alberts e colaboradores (2017), mostramos a 

aplicabilidade e eficiência das ferramentas moleculares na identificação de amostras fecais 

para as espécies de felinos brasileiros. Em Rodríguez-Castro (2018) desenvolvemos um 

novo conjunto de primers mini-barcodings para aumentar a eficiência da identificação de 

amostras fecais para espécies de felinos e canídeos, permitindo também um maior 

aproveitando das amostras fecais para estudos genéticos e ecológicos. No trabalho de 

Saranholi e colaboradores (2017) detectamos pela primeira vez na América do Sul 

estruturação populacional para a onça-parda. Em Souza e colaboradores (2017) 

“redescobrimos” três indivíduos de onça-pintada (Panthera onca) em uma área do Parque 

Estadual da Serra do Mar (Núcleo anta Virgínia) onde a espécie era considerada 

localmente extinta, mostrando a importância da abordagem não invasiva com técnicas 

moleculares para estudos de espécies elusivas. Todos esses trabalhos contribuíram para a 

nossa experiência e formação. 

Dessa forma, as diferentes abordagens realizadas ao longo deste trabalho 

permitiram compreender melhor aspectos ecológicos, demográficos e genéticos, além de 

propor e mostrar a aplicabilidade das técnicas moleculares para o estudo das espécies de 

carnívoros. Os principais resultados auxiliam a entender como essas espécies respondem a 

um ambiente cada vez mais impactado e, ao mesmo tempo, podem influenciar ações de 

conservação. 
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2. Fundamentação teórica 

2.1. A perda e fragmentação do habitat  

A perda e fragmentação do habitat em decorrência das atividades humanas têm 

sido reconhecidas como as principais responsáveis pelo declínio e isolamento de 

populações em espécies do mundo todo (HADDAD et al., 2015; SCHIPPER et al., 2008). 

Este processo de fragmentação da paisagem pode criar barreiras ao fluxo gênico 

(GERLACH; MUSOLF, 2000), reduzindo a diversidade genética e, assim, diminuir a 

viabilidade em longo prazo das populações (FRANKHAM, 2010). Dessa forma, muitas 

espécies já apresentam perda da diversidade genética ou estruturação de suas populações 

decorrente desse processo (ERNEST et al., 2014; HAAG et al., 2010; MCMANUS et al., 

2015; SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017; SINGH et al., 2017; 

SRBEK-ARAUJO et al., 2018). Até mesmo espécies consideradas de hábitos mais 

generalistas quanto ao uso do habitat, por exemplo aquelas que toleram ambientes 

alterados, já sofrem essas consequências, resultando na redução do fluxo gênico e 

estruturação de suas populações em paisagens dominadas pela interferência humana 

(DUTTA et al., 2013; ERNEST et al., 2014; MCMANUS et al., 2015; SARANHOLI; 

CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017). 

No Brasil, os biomas Mata Atlântica e o Cerrado vêm sofreando com os 

impactos das ações antrópicas e apresentam um histórico de fragmentação bem antigo. São 

considerados dois dos principais hotspots mundiais para a conservação justamente devido 

ao grau de ameaça em que se encontram e à grande biodiversidade que abrigam, incluindo 

muitas espécies endêmicas (MYERS et al., 2000). 

Atualmente, a Mata Atlântica apresenta apenas cerca de 16% dos 150 milhões 

de ha de sua cobertura original (RIBEIRO et al., 2009). O maior contínuo ainda existente 

desse bioma encontra-se na Serra do Mar, estendendo-se do Estado do Paraná até o sul do 

Estado do Rio de Janeiro, representando 7% de todo o seu remanescente. No entanto, a 

maior parte dos remanescentes está distribuída em pequenos fragmentos (menores que 50 

ha), representando 80% da sua cobertura atual (RIBEIRO et al., 2009). No estado de São 
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Paulo, região da Mata Atlântica onde este trabalho foi conduzido, esse bioma vem 

sofrendo com as atividades antrópicas há muito tempo. Em 1962, os seus remanescentes já 

representavam apenas cerca de 29% da sua cobertura original para o estado e, atualmente, 

recobre apenas cerca de 14% da sua cobertura original no estado (METZGER; 

RODRIGUES, 2008). Apesar do grande impacto que vem sofrendo, a Mata Atlântica ainda 

abriga uma grande diversidade de espécies, incluindo cerca de 620 espécies de aves, 200 

de répteis, 280 de anfíbios e 261 espécies de mamíferos, sendo que para os mamíferos, 

28% dessas espécies são consideradas endêmicas (MYERS et al., 2000). Devido a essa 

grande diversidade de mamíferos, a Mata Atlântica abriga hoje cerca de 69% das espécies 

consideradas em algum grau de ameaça de acordo com a lista nacional da fauna ameaçada 

de extinção (CHIARELLO et al., 2008). 

Da mesma forma que a Mata Atlântica, o Cerrado também sofre diretamente 

com as atividades antrópicas. O início de sua grande ocupação e impacto antrópico deu-se 

no começo do século XVIII com atividades como a mineração e a pecuária (BRASIL, 

2000), seguida da ocupação pela expansão da fronteira agrícola e início da construção de 

Brasília na década de 1950 (DE OLIVEIRA; FERREIRA; GARVEY, 2018). Na década de 

1970, o Cerrado também passou por uma intensificação de perda de hábitat devido à 

implementação do Programa “Pró-Álcool” (SIMÕES DE CASTRO et al., 2010), que 

incentivou o plantio de cana-de-açúcar. Dessa forma, calcula-se que mais da metade da sua 

cobertura original tenha sido removida nos últimos 35 anos (KLINK; MACHADO, 2005). 

Machado e colaboradores (2004) consideram que cerca de 55% da área do cerrado já foi 

convertida em outras coberturas devido ações antrópicas. Entre as principais mudanças, 

estão grandes plantações de soja, pastagem (KLINK; MACHADO, 2005; KLINK; 

MOREIRA, 2002) e, mais recentemente, o cultivo da cana-de-açúcar (SIMÕES DE 

CASTRO et al., 2010). O Cerrado também abriga uma grande diversidade de espécies e 

um grande endemismo (KLINK; MACHADO, 2005; MYERS et al., 2000). No entanto, 

essa fauna encontra-se cada vez mais ameaçada devido à perda de habitat e ausência de 
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áreas para a conservação desse importante bioma, uma vez que apenas 2% de sua área 

atual está inserida em unidades de conservação (KLINK; MACHADO, 2005). 

 

2.2. As consequências da perda e fragmentação do habitat para as 

populações de carnívoros 

Algumas espécies podem ser ainda mais suscetíveis a esse cenário de perda e 

fragmentação do habitat devido às suas características e necessidades. Entre essas espécies, 

os carnívoros podem ser considerados particularmente mais sensíveis devido à baixa 

densidade em que naturalmente ocorrem, necessidade de grandes áreas de vida e até 

mesmo devido ao aumento do contato com o ser humano, resultando em conflitos com 

essas espécies (CARDILLO et al., 2005; CROOKS, 2002; NOSS et al., 1996; RIPPLE et 

al., 2014a).  

A perda e fragmentação do habitat obriga os indivíduos a dispersarem em 

busca de novas áreas para estabelecer o seu território, uma vez que às áreas disponíveis 

podem não ser suficientes, expondo as populações à novas ameaças, como o atropelamento 

dos animais ao transitarem por essa paisagem cada vez mais antropizada (CEIA‐HASSE et 

al., 2017; MIOTTO et al., 2012). Tal comportamento torna o atropelamento uma das 

principais ameaças para esse grupo atualmente (CEIA‐HASSE et al., 2017). Dessa forma, 

suas populações encontram-se cada vez mais restritas à pequenas áreas e reduzidas a 

poucos indivíduos (RIPPLE et al., 2014). Além disso, a alteração da paisagem associada às 

barreiras criadas por atividades humanas, como rodovias, grandes monoculturas e a 

urbanização, podem afetar negativamente as espécies ao reduzir o deslocamento dos 

indivíduos e consequentemente afetar o fluxo gênico, inclusive para carnívoros com grande 

capacidade de dispersão e maior tolerância à paisagens com atividade humana (DUTTA et 

al., 2013; LOXTERMAN, 2011; MCMANUS et al., 2015; SARANHOLI; CHÁVEZ-

CONGRAINS; GALETTI, 2017). Assim, o impacto das ações antrópicas sobre os 

carnívoros pode representar um risco de extinção local dessas espécies (CROOKS et al., 

2011; DUTTA et al., 2013; RIPPLE et al., 2014). 
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Alterações em aspectos demográficos e genéticos nas populações de carnívoros 

também podem afetar populações de outras espécies, devido esse grupo desempenhar um 

importante papel no ecossistema no controle dessas populações (SERGIO et al., 2008; 

TERBORGH et al., 2001). Os carnívoros controlam o tamanho populacional de suas presas 

através da predação, diminuindo principalmente a densidade de herbívoros, que afetariam a 

comunidade de plantas e, consequentemente, toda a dinâmica do ecossistema em que está 

presente (RIPPLE; BESCHTA, 2012).  

O desequilíbrio nas populações de grandes carnívoros também pode afetar as 

populações de carnívoros de menor porte, provocando alterações no seu tamanho 

populacional (PRUGH et al., 2009; RIPPLE et al., 2013), ou ainda, levar a uma restrição 

de sua área de vida, mantendo-os em hábitats subótimos (MITCHELL; BANKS, 2005; 

TANNERFELDT; ELMHAGEN; ANGERBJÖRN, 2002). Essa interação ocorre por 

possível competição direta por recursos; por se evitarem a partir de contato visual ou 

olfativo (o que pode acarretar em mudança de uso do hábitat); ou inclusive por predação 

direta das espécies menores pelas maiores (CARO; STONER, 2003). Uma dessas 

primeiras observações foram feitas por Crooks e Soulé (1999) que observaram que a 

redução das populações de coiotes (Canis latrans, predador de topo) ocasionava o aumento 

de predadores menores (gatos domésticos, gambás e guaxinins) (CROOKS; SOULÉ, 

1999).  

Os predadores de topo são espécies que ocupam o nível trófico superior em 

uma comunidade, geralmente possuem grande tamanho corpóreo e são grandes caçadores, 

enquanto os mesopredadores possuem tamanho menor e ocupam o nível trófico inferior 

(RITCHIE; JOHNSON, 2009). O aumento da densidade de mesopredadores pela ausência 

ou diminuição da densidade de predadores de topo é conhecido como efeito de “liberação 

de mesopredador” (CROOKS; SOULÉ, 1999). No caso das espécies de felinos brasileiros, 

Oliveira et al. (2010) relatam que o aumento da densidade de jaguatiricas (Leopardus 

pardalis), considerada um mesopredador, afeta negativamente a presença de felinos 

menores como o gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus), gato maracajá (Leopardus 
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wiedii), gato-mourisco (Puma yagouaroundi) e o gato-do-mato-grande (Leopardus 

geoffroyi); essa interação foi chamada de “efeito pardalis” (OLIVEIRA et al., 2010). Esse 

seria um exemplo de como a alteração da paisagem poderia favorecer uma espécie, no caso 

L. pardalis, e provocar alterações dentro da comunidade das espécies. 

 

2.3. Genética da conservação e o uso dos marcadores moleculares 

A genética da conservação tem como principal objetivo a conservação da 

biodiversidade no nível dos genes, uma das três categorias (genes, espécies e ecossistemas) 

consideradas na conservação da biodiversidade (MCNEELY et al., 1990). Fazendo uso das 

teorias da genética, busca compreender as principais consequências da redução das 

populações naturais frente às alterações ambientais que, dessa forma, passam a ser mais 

suscetíveis a efeitos estocásticos (FRANKHAM, 2009; FRANKHAM; BRISCOE; 

BALLOU, 2002).  

O uso de técnicas moleculares e análises genéticas permitem esclarecer e 

investigar aspectos importantes sobre a biologia das espécies como a resolução de 

incertezas taxonômicas, os efeitos deletérios da endogamia, estudos da diversidade 

genética para que possa ser avaliado como as populações poderão responder diante de 

mudanças ambientais, estudos de estruturação populacional, fluxo gênico, entre outros. 

Essas informações serão úteis no direcionamento de medidas práticas de manejo para a 

conservação e, assim, a genética da conservação pode auxiliar na proposição de medidas 

para reduzir o risco de extinção das espécies (FRANKHAM, 2009; FRANKHAM; 

BRISCOE; BALLOU, 2002). Entre exemplos bem-sucedidos de medidas práticas para a 

conservação, podemos citar o caso da Pantera da Flórida. Nesse caso, a população de 

onças-pardas do Flórida (Estados Unidos) foi reduzida a poucos indivíduos devido à perda 

de habitat e aumento das atividades antrópicas (ROELKE; MARTENSON; O’BRIEN, 

1993) e, graças ao monitoramento genético dessa e outras populações, foi possível 

translocar novos indivíduos, garantindo o aumento dessa população e também restaurando 

a sua diversidade genética (JOHNSON et al., 2010). 
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Cada marcador molecular empregado nas análises genéticas apresenta 

características próprias, assim, cada um deles é mais adequado à resolução de questões 

específicas (PEREZ-SWEENEY; RODRIGUES; MELNICK, 2003). Na Genética da 

Conservação, eles podem ser aplicados simplesmente para verificar a presença da espécie 

em determinada área através da confirmação molecular de uma amostra ou vestígio, por 

exemplo fezes ou pelos, deixados no local (FARRELL; ROMAN; SUNQUIST, 2000; 

SOUZA et al., 2017; TABERLET; BOUVET, 1992), avaliação do número de indivíduos 

presentes no local através da individualização molecular de amostras (MIOTTO et al., 

2014; SOLBERG et al., 2006), diversidade genética (MIOTTO et al., 2011), estruturação 

populacional (DUTTA et al., 2013a; MCMANUS et al., 2015; SARANHOLI; CHÁVEZ-

CONGRAINS; GALETTI, 2017; SRBEK-ARAUJO et al., 2018) entre outros dados.  

Entre os marcadores moleculares, as regiões ou genes no DNA mitocondrial 

(DNAmt) apresentam como principais características ausência de recombinações, alta taxa 

de evolução e alto polimorfismo em algumas regiões, permitindo que seja utilizado na 

identificação de espécies, até mesmo a partir de pequenas sequências (CHAVES et al., 

2012; FARRELL; ROMAN; SUNQUIST, 2000; RODRÍGUEZ-CASTRO et al., 2018), 

tornando-o efetivo quando se trabalha com amostras que apresentam baixa quantidade e 

integridade de DNA, como no caso das amostras não invasivas. 

Já entre os marcadores nucleares, os microssatélites são amplamente utilizados 

em estudos populacionais, investigando a diversidade genética, estruturação populacional, 

análises de parentesco, entre outros objetivos (BROQUET; MÉNARD; PETIT, 2006; 

RODGERS; JANEČKA, 2013; SELKOE; TOONEN, 2006). Os microssatélites são 

pequenas sequências de um a seis pares de bases repetidos lado a lado (ZANE; 

BARGELLONI; PATARNELLO, 2002). Essas unidades podem ser dímeros, trímeros, 

tétrades ou uma combinação deles (compostos). Possuem ampla distribuição no genoma, 

tamanho pequeno e alto grau de polimorfismo (SCHLÖTTERER; TAUTZ, 1992; 

SPRINGER et al., 2001). Apresentam herança codominante, ou seja, é possível identificar 

os dois alelos de um locus separadamente (SUNNUCKS, 2000), são considerados 
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seletivamente neutros, ou seja, não codificam nenhum produto na maioria dos seus loci, o 

que possibilita que sejam utilizados para comparar a diversidade genética entre populações 

(SELKOE; TOONEN, 2006). Os seus produtos de amplificação são geralmente pequenos, 

o que possibilita que sejam empregados em amostras não invasivas (BEJA‐PEREIRA et 

al., 2009), onde geralmente encontramos um DNA degradado. Além disso, a partir da 

utilização de um painel multilocus (BEJA‐PEREIRA et al., 2009; BROQUET; MÉNARD; 

PETIT, 2006), permite a individualização de amostras, característica essa que também 

permite o seu emprego em amostras não invasivas, cuja origem do indivíduo nem sempre é 

possível de se obter em campo. 

Assim, além das análises genéticas permitirem acessar diversos tipos de 

informações sobre as espécies, ao permitirem a obtenção dos dados sem a captura do 

animal a partir da amostragem não invasiva também minimizam os impactos nas 

populações de estudo (BEJA‐PEREIRA et al., 2009; BROQUET; MÉNARD; PETIT, 

2006; RODGERS; JANEČKA, 2013). Essa abordagem torna-se ainda mais valiosa para 

espécies como os carnívoros, espécies que devido seus hábitos elusivos, representam um 

grupo de difícil obtenção de amostras biológicas. 

 

2.4. A amostragem não invasiva e as técnicas moleculares: uma 

abordagem eficiente para espécies elusivas 

A utilização de amostras não invasivas, ou seja, aquelas que não necessitam da 

captura do animal, em conjunto com técnicas moleculares para obtenção de dados 

genéticos sobre as espécies é uma abordagem relativamente recente. Os primeiros estudos 

conduzidos com animais selvagens datam do ano de 1992 (HÖSS et al., 1992; 

TABERLET; BOUVET, 1992). Entre as principais amostras utilizadas para essa 

abordagem podemos citar amostras de fezes, pelos, trocas de pele, entre outras 

(BEJA‐PEREIRA et al., 2009). A partir da combinação de amostras não invasivas que 

contenham vestígios de DNA da espécie foco do estudo e as técnicas moleculares, diversas 

informações podem ser obtidas, por exemplo, ocorrência e confirmação da espécie, 
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estimativas populacionais, sexagem molecular e obtenção de dados genéticos como 

diversidade genética, relações de parentesco, estruturação populacional e muitas outras 

(MCMANUS et al., 2015; MIOTTO et al., 2011, 2014; PILGRIM et al., 2005; RUELL et 

al., 2009; RUELL; CROOKS, 2007; SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 

2017; SOUZA et al., 2017; TABERLET; BOUVET, 1992). 

Uma das maiores contribuições que essa abordagem propiciou foi a obtenção 

de dados para espécies consideradas de difícil captura, seja pelo risco que esse 

procedimento poderia representar, ou ainda pela dificuldade de obtenção dos dados pelos 

comportamentos elusivos da espécie. Assim, a utilização da amostragem não invasiva, 

principalmente fezes, tem sido amplamente utilizada para se obter dados ecológicos e 

genéticos em espécies de carnívoros (MCMANUS et al., 2015; MIOTTO et al., 2011, 

2014; PILGRIM et al., 2005; RODGERS; JANEČKA, 2013; SARANHOLI; CHÁVEZ-

CONGRAINS; GALETTI, 2017; SOUZA et al., 2017; SRBEK-ARAUJO et al., 2018; 

TABERLET; BOUVET, 1992), já que esse grupo apresenta como características hábitos 

elusivos, baixas densidades e grandes áreas de vida (CROOKS, 2002; NOSS et al., 1996; 

RIPPLE et al., 2014a), fatores esses que dificultam a sua visualização direta ou captura. 

Além disso, os carnívoros são animais territorialistas e costumam marcar seu território 

através da deposição de fezes, geralmente em lugares proeminentes, como trilhas, pedras e 

troncos (CHAME, 2003), facilitando a obtenção de amostras fecais para esse grupo.  

Apesar das vantagens que a amostragem não invasiva representa para a 

obtenção de dados, principalmente para algumas espécies, alguns cuidados devem ser 

tomados. Um deles, é que devido à exposição do DNA ao ambiente, esse pode se encontrar 

degradado. Dessa forma, é necessária a utilização de marcadores que sejam informativos a 

partir de pequenas sequências. Nesse sentido, o DNA mitocondrial tem sido amplamente 

utilizado, tendo como principal objetivo a identificação molecular das espécies das 

amostras. Assim, vários trabalhos têm sido desenvolvidos no sentido de gerarem mini-

barcondings, ou seja, pequenas sequências capazes de identificar as espécies a partir desse 

tipo de amostra (CHAVES et al., 2012; DE BARBA et al., 2014; FARRELL; ROMAN; 
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SUNQUIST, 2000; HAAG et al., 2009; RODRÍGUEZ-CASTRO et al., 2018). Essas 

ferramentas permitiram um grande avanço nos trabalhos que têm como um dos objetivos a 

identificação molecular das espécies a partir de amostras não invasivas (ALBERTS et al., 

2017; HAAG et al., 2010; MIOTTO et al., 2007; RUELL et al., 2009; SARANHOLI; 

CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017; SOUZA et al., 2017; SRBEK-ARAUJO et al., 

2018). 

Já para a obtenção de dados populacionais, diversidade genética, relações de 

parentesco entre outras informações genéticas, os microssatélites também são amplamente 

utilizados na abordagem não invasiva (BEJA‐PEREIRA et al., 2009; BROQUET; 

MÉNARD; PETIT, 2006; RODGERS; JANEČKA, 2013). Umas das características que 

favorece o seu uso em tal abordagem é devido à amplificação de produtos de PCRs 

relativamente pequenos. Apesar dessa grande aplicabilidade dos microssatélites, é 

importante destacar que, devido à qualidade do DNA obtido a partir de amostras não 

invasivas, é altamente recomendável a realização de réplicas das genotipagens, evitando 

que a não amplificação de um dos alelos (allelic-dropout) resulte em subestimativas. 

Assim, os genótipos devem ser utilizados nas análises somente após a sua confirmação em 

réplicas independentes (BEJA‐PEREIRA et al., 2009; TABERLET et al., 1996). Graças a 

essas características e com os devidos cuidados, os microssatélites têm sido utilizados com 

muito sucesso em trabalhos com amostras não invasivas (DUTTA et al., 2013; HAAG et 

al., 2010; MCMANUS et al., 2015; MIOTTO et al., 2007; PALOMARES et al., 2002, 

2017; RUELL et al., 2009; SINGH et al., 2017; SOUZA et al., 2017; SRBEK-ARAUJO et 

al., 2018). 

 

2.5. As espécies foco deste trabalho 

A família felidae é a família dentro da ordem carnívora que representam as 

espécies com as melhores adaptações para o comportamento carnívoro, possuindo caninos 

longos e fortes e os demais dentes reduzidos devido ao hábito predominantemente 

carnívoro, além de papilas nas línguas que ajudam a raspar a carne dos ossos e também 
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para a limpeza do corpo (NOWAK; WALKER, 1999). As espécies desse grupo possuem 

variações em seus tamanhos corpóreos, suas áreas de distribuição, áreas de vida e 

densidades populacionais. No entanto, todas apresentam como principais ameaças a perda 

e fragmentação do habitat e a retaliação por caça. Dentre as espécies estudadas neste 

trabalho, a espécie P. concolor é que apresenta mais estudos genéticos e ecológicos, no 

entanto, a grande maioria deles foi conduzida na América do Norte. A espécie L. pardalis, 

também apresenta estudos genéticos e ecológicos, mas em menor número que P. concolor. 

Já as demais espécies, L. guttulus e Puma yagouaroundi, são muito deficientes de dados, 

representando um obstáculo para a sua conservação. A seguir, são apresentadas as 

principais características e estudos conduzidos para cada espécie. 

 

2.5.1. A onça-parda (Puma concolor (Linnaeus, 1771)) 

A onça-parda (P. concolor) (Figura 1A) é o segundo maior felino das 

Américas, sendo considerado um dos nossos grandes predadores topo-de-cadeia. A espécie 

distribui-se por todo o continente americano (Figura 2A), distribuindo-se por diferentes 

habitats e biomas. Ao longo da sua distribuição, são reconhecidas geneticamente seis 

subespécies (P. concolor couguar, P. concolor costaricensis, P. concolor concolor, P. 

concolor capricornensis, P. concolor puma e P. concolor cabrerae) (CULVER et al., 

2000), sendo que no Brasil ocorrem as subespécies P. concolor capricornensis e P. 

concolor puma. A espécie é conhecida por sua alta capacidade de deslocamento por longas 

distâncias mesmo em áreas descontínuas, dessa forma, é considerada a espécie mais 

generalista quanto ao uso de hábitat (ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; 

LOGAN; SWEANOR, 2001). Esse comportamento de dispersão e seus hábitos mais 

generalistas podem permitir a existência de fluxo gênico mesmo entre populações inseridas 

em uma paisagem fragmentada (ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; 

CASTILHO et al., 2012). No entanto, a intensa modificação do habitat tem feito com que a 

espécie já esteja enfrentando as consequências decorrentes de perda e fragmentação do 

habitat, resultando em estruturação genética de suas populações (LOXTERMAN 2011; 
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ERNEST et al. 2014; SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017). Mais 

recentemente, o atropelamento de fauna também tem sido registrado como uma importante 

ameaça para a espécie. Miotto e colaboradores (2012) ao monitorarem geneticamente uma 

população de P. concolor na região sudeste do Brasil notaram o impacto dos 

atropelamentos na perda de indivíduos da população local. No entanto, devido a sua ampla 

distribuição, a espécie é considerada “Pouco preocupante” pela IUCN (NIELSEN et al., 

2015). Porém, pela lista Brasileira da fauna ameaçada de extinção, a mesma é considerada 

“Vulnerável” (ICMBIO, 2016). Entre as principais ameaças para a espécie, estão a perda e 

fragmentação do seu habitat, a caça por retaliação devido à predação de animais 

domésticos e a perda de indivíduos em rodovias, já que a espécie apresenta grade 

capacidade de dispersão e necessidade de grandes áreas de vida, estando, portanto, sujeita a 

atravessar empreendimentos lineares, resultado muitas vezes em seu atropelamento (DE 

AZEVEDO et al., 2013). 

A onça-parda tem sido mais amplamente estudada na América do Norte (DE 

ANGELO; PAVIOLO; DI BITETTI, 2011; ERNEST et al., 2014; LOXTERMAN, 2011; 

MORRISON; BOYCE, 2009; SWEANOR et al., 2008). Na América do sul, ainda são 

poucos os trabalhos buscando entender as consequências genéticas da perda e 

fragmentação do habitat (CASTILHO et al., 2010, 2012; MIOTTO et al., 2011; 

SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017). Com exceção do trabalho de 

Saranholi e colaboradores (2017), os demais trabalhos feitos até o momento não haviam 

registrado sinais de estruturação genética entre as populações estudadas no Brasil 

(MIOTTO et al 2011; CASTILHO et al. 2012), provavelmente por terem conduzindo os 

trabalhos em áreas onde não existem barreiras tão evidentes ao deslocamento dos 

indivíduos. Porém, as atividades humanas têm alterado muito a paisagem nos últimos anos, 

podendo influenciar os padrões de dispersão da espécie e, assim, tornando cada vez mais 

necessário o estudo e monitoramento das consequências genéticas nas populações frente às 

mudanças da paisagem.  
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2.5.2. A jaguatirica (Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758)) 

A espécie Leopardos pardalis (Figura 2B), popularmente conhecida como 

jaguatirica é um felino de porte médio, sendo considerada por alguns autores como o 

mesopredador dentro da nossa comunidade de espécie de felinos (OLIVEIRA, 2011; 

OLIVEIRA et al., 2010). A sua distribuição vai do sul da América do Sul até a região 

extremo sul dos Estado Unidos (Figura 2B), incluindo uma grande diversidade de biomas. 

A garantia de permanência das espécies em determinada região parece estar diretamente 

relacionada a presença de remanescentes naturais (OLIVEIRA et al., 2010). No entanto, a 

espécie pode ser encontrada em ambientes bem conservados, assim como em áreas com 

maior atividade antrópica, como áreas agrícolas e com pastagens, sugerindo possuir uma 

grande plasticidade (OLIVEIRA et al., 2010). Devido a essa plasticidade, a jaguatirica foi 

considerada a espécie mais abundante em grande parte das áreas estudadas no Brasil, com 

densidade bem variável. Além disso, por ser maior que as espécies de felinos de pequeno 

porte, as jaguatiricas podem afetar negativamente essas espécies através da competição, ao 

mesmo tempo que é pouco afetada pelas espécies de felino de maior porte, como a onça-

parda (OLIVEIRA, 2011). 

No Brasil, apenas um estudo genético foi conduzido com a espécie, indicando 

ausência de estruturação populacional na região estudada (FIGUEIREDO et al., 2015). Já 

Wultsch e colaboradores (2016) ao estudarem populações de jaguatiricas na América 

Central detectaram sinais moderados de estruturação populacional e diversidade genética e 

acreditam que a intensificação da perda e fragmentação do habitat podem agravar essa 

situação para a espécie. Em estudos conduzidos nos Estados Unidos, a espécie já apresenta 

isolamento genético e perda de diversidade genética em decorrência da fragmentação do 

habitat (JANECKA et al., 2014; JANEČKA et al., 2011). No Brasil, a principal ameaça 

para a espécie é a perda e fragmentação do habitat (OLIVEIRA; DE ALMEIDA; DE 

CAMPOS, 2013). No entanto, segundo a IUCN a espécie é considerada como “Pouco 

preocupante” (PAVIOLO et al., 2015) e foi retirada da última lista nacional da fauna 

ameaçada (ICMBIO, 2016). Porém, a necessidade de fragmentos naturais que permitam a 
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sua permanência, somada a outras ameaças como caça por retaliação e atropelamentos 

(OLIVEIRA; DE ALMEIDA; DE CAMPOS, 2013) podem resultar em seu declínio 

populacional.  

 

2.5.3. O gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus (Hensel, 1872)) 

A espécie gato-do-mato-pequeno de ocorrência da nossa área de estudo até 

pouco tempo era reconhecida como Leopardus tigrinus, no entanto, Trigo e colaboradores 

(2013) demonstraram, através de estudos moleculares, que as populações localizadas na 

região sul e sudeste do Brasil, Paraguai e Argentina (Figura 2C) representam outra espécie, 

nomeada como L. guttulus (Figura 1C), tendo uma distribuição menor que a espécie L. 

tigrinus. A espécie possui pequeno porte, geralmente menor que 6 kg, e apresenta 

comportamento menos generalista, mostrando grande dependência de fragmentos naturais 

e podendo buscar recursos, por exemplo roedores, geralmente apenas nas bordas de 

plantações (OLIVEIRA et al., 2010). 

Trigo e colaboradores (2008, 2013, 2014) detectaram a hibridação da espécie 

L. guttulus com L. geoffroyi na zona de contato entre as duas espécies na região sul do 

Brasil. A hibridação poderia ser resultado da falta de habitat para a espécies, resultado em 

sobreposição de suas áreas e promovendo a hibridação (TRIGO et al., 2008).  

Atualmente, a espécie é considerada como “Vulnerável” pela IUCN 

(OLIVEIRA et al., 2016) e pela lista nacional (ICMBIO, 2016). Entre as principais 

ameaças estão e perda e fragmentação do seu habitat, a caça para o comércio ilegal de 

peles e a caça por retaliação (OLIVEIRA et al., 2016, 2013), sendo estimada uma grande 

redução nas suas populações nas próximas gerações (OLIVEIRA et al., 2013). Devido a 

sua menor plasticidade para explorar habitats mais modificados, a espécie pode sofrer 

ainda mais que os outros felinos com as alterações da paisagem, já que, por ocorrerem 

naturalmente em baixas densidades, como todos os pequenos felinos brasileiros, e por não 

terem grande capacidade de adaptação a ambientes alterados, a espécie pode ser 
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diretamente afetada pela alteração da paisagem, além da competição com outras espécies 

que melhor respondem às mudanças no ambiente, como a jaguatirica, afetando 

negativamente as suas populações (“Efeito pardalis”, OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA, 

2011).  

 

2.5.4. O gato-mourisco (Puma yagouaroundi (É. Geoffroy Saint-Hilaire, 

1803)) 

O gato-mourisco (Puma yagouaroundi) (Figura 1D) também está entre os 

felinos de pequeno porte. Ocorre em diversos biomas, tendo distribuição do extremo sul 

dos Estados Unidos até a Argentina, ocorrendo em todo o Brasil (Figura 2D). Assim como 

as demais espécies de felinos de pequeno porte, as densidades de suas populações também 

são baixas e as densidades mais altas são registradas em locais onde as densidades de L. 

pardalis são menores, indicando uma forte relação de evitamento e competição entre as 

espécies (OLIVEIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2010). Acreditava-se que a espécie seria 

uma das mais abundantes entre as espécies de felinos, no entanto isso não se reflete nas 

estimativas realizadas (OLIVEIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2010). Uma possível 

explicação seria que, diferentemente dos demais felinos, seus hábitos são mais diurnos 

(MANZANI; MONTEIRO FILHO, 1989; OLIVEIRA, 1998), propiciando um maior 

número de avistamentos da espécie, fazendo acreditar que seria mais abundante 

(OLIVEIRA, 1998). A espécie utiliza áreas abertas e também pode explorar áreas de 

entornos de plantações em busca de recursos, no entanto, costuma estar associada próxima 

a remanescentes naturais (OLIVEIRA et al., 2010). Estudos genéticos utilizando 

marcadores nucleares avaliando a diversidade genética ou estruturação populacional em 

populações naturais ainda não foram conduzidos para a espécie. 

A espécie é considerada “Pouco preocupante” pela IUCN (NIELSEN et al., 

2015), porém, é classificada como “Vulnerável” pela lista Brasileira da fauna ameaçada de 

extinção (ICMBIO, 2016). As principais ameaças para a espécie são a perda e 
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fragmentação do seu habitat e a caça, seja ela cultural ou por retaliação devido à predação 

de animais domésticos (ALMEIDA et al., 2013).  

 

 

 
Figura 1. Espécies de felinos estudadas: (A) Puma concolor; (B) Leopardus pardalis; (C) Leopardus 

guttulus; (D) Puma yagouaroundi. Fotos: (A) Programa de Conservação Mamíferos do Cerrado; (B) Gestich 

C.C. & Saranholi B.H.; (C) Projeto gatos do mato; (D) kevinschafer.com. 
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Figura 2. Distribuição das espécies de felinos. (A) Puma concolor; (B) Leopardus pardalis; (C) 

Leopardus guttulus; (D) Puma yagouaroundi. Fonte: IUCN 2018. 
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3. Hipóteses e Objetivos 

3.1. Hipóteses 

Considerando o que foi exposto na fundamentação teórica, a mudança da 

paisagem pode alterar padrões genéticos e ecológicos nas populações. Em um cenário de 

constante mudança e aumento das atividades antrópicas, espécies de comportamentos mais 

plásticos e generalistas, ou seja, aquelas que fazem uso de uma grande variedade de itens 

alimentares na sua dieta e que possuem grande capacidade de deslocamento mesmo em 

ambientes mais alterados, poderiam ter maior vantagem sobre outras. Além disso, do ponto 

de vista genético, tais modificações podem afetar padrões de dispersão e deslocamento dos 

indivíduos, interferindo no fluxo gênico entre as populações. A necessidade de buscar 

novas áreas para estabelecer territórios também passa a ser mais uma ameaça em um 

cenário de intensa atividade antrópica, expondo os indivíduos a novas ameaças, como os 

atropelamentos. Dessa forma, temos como hipóteses para este trabalho: 

 

Capítulo I: 

-Considerando a alteração da paisagem e os diferentes comportamentos entre 

as espécies, acreditamos que as áreas estudadas (Estação Ecológica dos Caetetus, Fazenda 

Rio Claro da Duratex, Floresta Nacional de Capão Bonito e Parque Estadual Carlos 

Botelho) apresentarão diferentes espécies que compõe a comunidade de felinos de acordo 

com o grau de antropização e presença de remanescentes naturais, sendo que as espécies de 

hábitos mais generalistas (Puma concolor e Leopardus pardalis) serão mais comuns e 

abundantes nas áreas; enquanto as espécies  que dieta mais restrita e menor capacidade de 

deslocamento em áreas alteradas (Leopardus guttulus e Puma yagouaroundi) serão menos 

abundantes. 
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Capítulo II: 

-Apesar da espécie P. concolor apresentar comportamento considerado 

generalista quanto ao uso de habitats modificado, alguns estudos já detectaram estruturação 

genética entre as populações da espécie. Assim, devido a intensificação das mudanças na 

paisagem, esperamos encontrar estruturação populacional ao longo da área estudada para a 

espécie.  

-Devido à intensificação das mudanças na paisagem serem recentes, 

acreditamos ainda não encontrar perda de diversidade genética para a espécie P. concolor. 

 

Capítulo III: 

-Devido à perda de habitat, as espécies necessitam buscar novas áreas para 

estabelecer seu território. Os indivíduos machos de P. concolor evitam sobreposição de 

território, obrigando-os a buscarem novas áreas para estabelecer seus territórios. Assim, 

acreditamos encontrar um viés entre os sexos dos indivíduos atropelados de onça-parda, 

sendo os machos mais afetados pelos atropelamentos. 

-Como os machos da espécie P. concolor costumam dispersar por maiores 

distâncias que as fêmeas, esperamos que a contribuição genética dos machos para a 

população local será diferente em relação à das fêmeas, e que haja um viés entre os sexos 

dos indivíduos atropelados, sendo os machos mais frequentes. 

 

3.2. Objetivo Geral 

O Objetivo geral do estudo foi avaliar os aspectos demográficos (ocorrência, 

tamanho populacional mínimo, abundância e densidade) da comunidade de felinos nas 

áreas estudadas. Além disso, tendo a espécie P. concolor como modelo, verificamos a 

distribuição da sua diversidade genética e ocorrência de estruturação populacional em uma 

paisagem fragmentada. Também avaliamos o impacto da perda de indivíduos por 

atropelamentos em uma população local de P. concolor. 
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3.3. Objetivos específicos 

Capítulo I: 

-Verificar as espécies que ocorrem nas áreas estudadas; 

-Obter o tamanho populacional mínimo de cada espécie em cada área de 

estudo; 

-Estimar a abundância e densidade para cada espécie nas áreas de estudo; 

 

Capítulo II: 

-Avaliar a diversidade genética da espécie P. concolor ao longo das áreas 

estudadas; 

-Verificar a ocorrência de estruturação populacional para a espécie.  

 

Capítulo III:  

-Verificar se existe um viés entre os sexos dos indivíduos de P. concolor 

mortos por atropelamento; 

-Verificar se cada sexo contribui de forma diferencial para a genética da 

população local; 

-Inferir sobre a redução da viabilidade da população devido à perda de 

indivíduos por atropelamento. 



40 

 

 

 

 

 

Capítulo I 

 
______________________________________________________ 
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4. Capítulo I: Estimativas demográficas e composição da comunidade de felinos em 

remanescentes do estado de São Paulo por meio da amostragem não invasiva  

 

4.1. Introdução 

A perda e fragmentação do habitat como resultados das ações antrópicas têm 

sido reconhecidas como as principais ameaças às espécies, causando o declínio das 

mesmas em todo o mundo (HADDAD et al., 2015; SCHIPPER et al., 2008). Algumas 

espécies podem ser mais sensíveis a essas mudanças da paisagem devido às suas 

características biológicas. Os carnívoros estão entre as espécies mais diretamente afetadas, 

pois ocorrem em baixa densidade naturalmente e necessitam de grandes áreas de vida 

(CARDILLO et al., 2005; CROOKS, 2002; NOSS et al., 1996; RIPPLE et al., 2014). O 

atual cenário de redução de áreas naturais tem feito com que suas populações se encontrem 

cada vez mais restritas a pequenos fragmentos e reduzidas a tamanhos cada vez menores 

(RIPPLE et al., 2014). Entretanto, os efeitos sobre as espécies variam com seus hábitos e 

comportamento e a combinação da alteração da paisagem com o comportamento plástico 

de algumas espécies pode levar a alterações nos padrões demográficos da comunidade de 

determinada área. Espécies mais generalistas podem obter vantagens em ambientes mais 

alterados em relação a outras espécies. Esse padrão pode ser observado para algumas 

espécies de mesocarnírvoros, ou seja, espécies que possuem tamanho corpóreo menor que 

os predadores de topo e ocupam o nível trófico inferior (RITCHIE e JOHNSON, 2009). O 

aumento da densidade de mesopredadores pela ausência ou diminuição da densidade de 

predadores de topo é conhecido como “liberação de mesopredador” (SOULÉ et al., 1988; 

CROOKS e SOULÉ, 1999). 

Entre as espécies de felinos brasileiras, a jaguatirica corresponderia ao 

mesopredador dessa comunidade, assim, teria maior vantagem em ambientes alterados, se 

prevalecendo na competição com as espécies de felinos de menor porte devido à 

competição por recursos e evitamento entre os indivíduos (OLIVEIRA et al., 2010; 

OLIVEIRA-SANTOS et al., 2012), afetando negativamente as populações de pequenos 
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felinos. Além disso, a segregação temporal no padrão de atividade das jaguatiricas parece 

ser um mecanismo que permite a sua coexistência com predadores maiores como a onça-

parda (MASSARA et al., 2018). As jaguatiricas (Leopardus pardalis) também são 

reconhecidas como generalistas quanto a seus hábitos; no entanto, a sua permanência em 

determinada região parece estar diretamente relacionada a presença de remanescentes 

naturais (OLIVEIRA et al., 2010; MASSARA et al., 2018). Assim, as jaguatiricas podem 

ser encontradas em ambientes bem conservados, mas também em áreas de entornos de 

plantações e pastagens em busca de recursos (OLIVEIRA et al., 2010), diversificando seus 

itens alimentares (BIANCHI; MENDES; JÚNIOR, 2010). Essa característica faz com que 

ela se adapte melhor em ambiente modificados, tornando-se uma competidora melhor 

sucedida. Já espécies de felinos menores como o gato-do-mato-pequeno (Leopardus 

guttulus) e o gato-mourisco (Puma yagouaroundi) são consideradas espécies mais 

sensíveis que as demais, mostrando grande dependências de fragmentos florestais 

(OLIVEIRA et al., 2010), podendo ser, portanto, mais afetadas pela perda de habitat. Entre 

os felinos brasileiros, a onça-parda (Puma concolor) é considerada uma espécie de hábitos 

mais generalistas, tendo grande capacidade de dispersão até mesmo entre áreas 

fragmentadas (ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; LOGAN; SWEANOR, 

2001) e podendo fazer uso de recursos alimentares em áreas agrícolas (MAGIOLI et al., 

2014).  

A perda e fragmentação do habitat também são grandes ameaças para os 

biomas brasileiros. A Mata Atlântica e o Cerrado estão entre os biomas mais impactados 

com a modificação das paisagens pelas ações antrópicas. São considerados hotspots para a 

conservação devido às ameaças que sofrem e também à grande biodiversidade e 

endemismo que abrigam (MYERS, 1988). Para a Mata Atlântica, atualmente restam 

apenas 16% da sua cobertura original (RIBEIRO et al., 2009), sendo representada por 

pequenos remanescentes (menores que 50 ha), o que corresponde a 80% da sua cobertura 

atual (RIBEIRO et al., 2009). O Cerrado também sofre diretamente com as atividades 
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antrópicas, calcula-se que 55% da sua cobertura já tenha sido removida e convertida em 

grandes áreas de plantações e pastagens (MACHADO et al., 2004). 

Neste contexto, nosso principal objetivo foi avaliar a composição e os 

parâmetros demográficos da comunidade de felinos em áreas com diferentes graus de 

modificação da cobertura de vegetação. Considerando a alteração da paisagem e os 

diferentes comportamentos entre as espécies, esperamos que dentre as áreas estudadas 

aquelas com paisagem mais modificada e coberta na maior parte por vegetação não nativa 

apresentem menor diversidade de espécie de felinos. Além disso, as espécies de hábitos 

mais generalistas (Puma concolor e Leopardus pardalis) serão mais comuns e abundantes 

nas áreas. Dessa forma, temos como objetivos específicos verificar as espécies que 

ocorrem nas áreas estudadas, avaliar o tamanho populacional mínimo de cada espécie nas 

áreas e estimar abundância e densidade para cada espécie nas áreas de estudo. 

 

4.2. Material e Métodos 

4.2.1. Área de estudo 

As coletas foram conduzidas em quatro áreas no estado de São Paulo (Figura 

I.1). A primeira área é o Parque Estadual Carlos Botelho (PECB) (37.000 ha), composta 

por floresta ombrófila (densa e aberta) (INSTITUTO FLORESTAL, 2008) localizado em 

São Miguel Arcanjo (São Paulo) e próxima ao maior contínuo da Mata Atlântica localizada 

na serra do mar (Parque Estadual da Serra do Mar). No PECB pode ser encontrada uma 

grande diversidade de espécies da nossa fauna, incluindo cerca de sessenta espécies de 

mamíferos, entre elas, a onça-pintada (Panthera onca) (INSTITUTO FLORESTAL, 2008), 

sendo a única área com ocorrência dessa espécie de felino entre as nossas áreas de estudo. 

Outra espécie em nível de ameaça encontrada é o muriqui-do-sul (Brachyteles 

arachnoides) (INSTITUTO FLORESTAL 2008) A segunda área é a Estação Ecológica 

dos Caetetus (EEC) com 2.100 há, localizada entre os municípios de Gália e Alvinlândia 

(São Paulo). Sua vegetação é típica do bioma Mata Atlântica (floresta estacional 

semidecidual), sendo um dos poucos e mais representativos remanescentes desse bioma no 
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interior do estado de São Paulo e o único remanescente maior que 1000ha em um raio de 

200 km (TABANEZ et al., 2005). A fauna da EEC compreende 196 espécies de aves e 

diversas espécies de mamíferos: catetos (Tayassu tajacu), queixada (Tayassu pecari), anta 

(Tapirus terrestres), cutia (Dasyprocta azarae), tapiti (Sylvilagus brasiliensis) paca 

(Agouti paca) e o mico-leão-preto (Leontopithecus chrysopygus) (TABANEZ et al., 2005) 

A terceira área é a Floresta Nacional de Capão Bonito (FNCB) com 4.770 ha localizada na 

cidade de Capão Bonito (São Paulo). Está inserida nos domínios dos Bioma Mata Atlântica 

e Cerrado, tendo as tipologias floresta ombrófila mista e Cerrado strictu sensu. No entanto, 

a sua cobertura é predominantemente composta por plantações de espécies exóticas (Pinus 

sp. e Araucárias) e pequenos remanescentes de vegetação natural (ICMBIO, 2017). Na 

FNCB pode ser encontrado veado catingueiro (Mazama gouazoubira), veado mateiro 

(Mazama americana), cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), lobo-guará (Chrysocyon 

brachyurus), bugio (Alouatta clamitans), entre outras espécies de mamíferos (ICMBIO, 

2017).  A última área é a Fazenda Rio Claro da Duratex (FRC) com 23.000 ha localizada 

na cidade de Lençóis Paulista (São Paulo). Sua vegetação é composta por fragmentos de 

floresta estacional semedicidual, cerradão e plantações exóticas (Eucalyptus sp.). Na área 

já forma levantadas 39 espécies de mamíferos, como os tatus (Dasypus sp. e Euphractus 

sexcinctus) tamanduá-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), tamanduá-mirim (Tamandua 

tetradactyla), lontra (Lontra longicaudis) entre outras (MENCONÇA, 2009) 

 Com exceção do PECB, que está inserido dentro de um grande contínuo da 

Mata Atlântica, as demais áreas estão inseridas entre áreas de ocorrência dos biomas Mata 

Atlântica e Cerrado em uma região com intensa atividade antrópica do estado de São 

Paulo, formada em sua grande maioria por pequenos fragmentes (menores que 50 ha), 

representando 80% da sua cobertura atual (RIBEIRO et al., 2009) . 
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Figura I.1: Mapa da localização das quatro áreas de estudo. 

 

4.2.2. Obtenção das amostras, armazenamento e extração do DNA 

Os carnívoros demarcam seu território com a deposição de fezes, 

principalmente em lugares proeminentes, como trilhas, pedras, pontes e troncos (CHAME, 

2003), facilitando a obtenção desse tipo de amostras. Assim, essa abordagem foi 

empregada como metodologia para a obtenção do material genética das espécies (Figura 

I.2). As coletas foram conduzidas através da busca ativa das amostras por trilhas e estradas 

de terra existentes nas áreas de estudo, já que os felinos têm como hábito o uso delas para o 

seu deslocamento e marcação de território (CHAME, 2003). As coletas das amostras foram 

concentradas dentro de períodos curtos (dois meses) realizadas duas vezes (uma estação 

seca e uma estação chuvosa) ao ano para cada área durante o primeiro ano do estudo (2014 

a 2015). Dessa forma, os períodos de coleta caracterizaram uma “população fechada”, ou 

seja, períodos curtos de tempo que minimizem os efeitos da entrada (nascimento ou 

imigração) ou perda (morte ou emigração) de indivíduos na população, permitindo o uso 

desse modelo nas estimativas de densidade e abundância. Em cada área, o esforço de 

amostragem foi de foi de 15 a 17 km percorridos em cada mês dos períodos amostrais. 

As amostras de fezes frescas e potencialmente pertencentes à felinos com base 

em sua morfologia foram coletadas e armazenadas em tubos de polipropileno contendo 
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etanol absoluto e mantidas em freezer a -20°C até a extração. Todos os pontos de coleta 

foram registrados com equipamento de GPS (Global Positioning System). Para a obtenção 

do DNA das amostras utilizamos o kit de extração “QIAamp DNA Stool Mini Kit” 

(Qiagen), que é específico para amostras fezes por retirar os inibidores de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) presentes nelas e que tem demostrado bons resultados em 

estudos anteriores (ALBERTS et al., 2017; RODRÍGUEZ-CASTRO et al., 2018; 

SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017) 

Todas as coletas realizadas foram autorizadas pela instituições responsáveis 

(Licenças SISBIO - Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade – 

MMA/ICMBIO: 42524-2, 42524-3, 42524-4; Licença COTEC - Comissão Técnico-

Científica – SMA/ Instituto Florestal: 416/2014 D052/2014 BA), além da aprovação da 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de São Carlos 

(CEUA/UFSCAR), segundo o n° UFSCAR CEUA 4823120615. 

 
Figura I.2: Amostra fecal deposita por felino (A) e armazenamentos das amostras fecais em tubos de 

polipropileno com etanol (B). 

 

4.2.3. Identificação molecular da espécie das amostras de fezes 

A identificação molecular da espécie de todas as amostras de fezes foi feita 

através da amplificação de pequenas sequências de duas regiões do DNA mitocondrial. 

Foram utilizados os primers CytbF (5´TATTCTTTATCTGCCTATACATRCACG-3´) e 

CytbR (5´-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTC-3´) para a região do 

citocromo b (Cytb) descritos por Farrel e colaboradores (2000). Para a amplificação da 

região ATP sintetase F0 subunidade (ATP6) foram utilizados os primes ATP6-DF3 (5´–
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AACGAAAATCTATTCGCCTCT–3´) e ATP6-DR2 (5–

TGGATGGACAGTATTTGTTTTGAT–3´) descritos por Chaves e colaboradores (2012). 

Todas as amplificações foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems) seguindo os protocolos propostos pelos autores de cada primers 

(CHAVES et al., 2012; FARRELL; ROMAN; SUNQUIST, 2000). Para todas as reações 

foram incluídos controles positivos com amostras de tecido das espécies de felinos foco 

deste estudo para verificar se a não amplificação seria devido a qualidade do DNA das 

amostras de fezes ou devido a erros nos protocolos. Também foram utilizados controles 

negativos nas PCRs para verificação possíveis contaminações. Os produtos de PCR foram 

visualizados em gel de agarose 1%. As amplificações bem-sucedidas foram purificadas por 

método enzimático (ExoSAP-IT, Affymetrix) para evitar perdas de produtos de PCR. Em 

seguidas, foram enviadas para sequenciamento em sequenciador automático 3730xl DNA 

Analyzer (Applied Biosystems).  

A qualidade das sequências obtidas foi analisada no software Geneious v.7 

(KEARSE et al., 2012) e somente sequências com alta qualidade foram mantidas para a 

identificação molecular das espécies. Para a identificação das espécies, as sequências 

obtidas foram alinhadas com sequências de referências das espécies obtidas no GenBank 

(BENSON et al., 2014), além de sequências obtidas a partir de amostras de tecido usadas 

como controle. Após o alinhamento no software Geneious v.7 (KEARSE et al., 2012), 

foram calculadas as distâncias genéticas entre todas as sequências utilizando o Modelo de 

dois Parâmetros de Kimura (1980) e realizamos a análise de Neighbor-Joining (SAITOU; 

NEI, 1987) com 1000 replicações de bootstrap para se verificar a significância estatística. 

Os resultados obtidos através desse método de identificação também foram verificados 

com os resultados das comparações das nossas sequências com as sequências depositadas 

no GenBank (BENSON et al., 2014) utilizando a ferramenta BLAST National Center of 

Biotechnology Information (NCBI) 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). 

 



48 

 

 

 

4.2.4. Individualização molecular das amostras 

Para a obtenção dos genótipos e individualização molecular das amostras 

coletadas foram utilizados dois painéis multilocus de microssatélites, uma para a espécie P. 

concolor e outro para as demais espécies (L. pardalis, L. guttulus e P. yagouaroundi), cada 

um com nove pares de primers. Para a espécie P. concolor, foram utilizados primers 

específicos (KURUSHIMA et al., 2006) e também primers heterólogos desenvolvidos 

inicialmente para gatos domésticos (MENOTTI-RAYMOND et al., 1999) (Tabela I.1). 

Para as demais espécies (L. pardalis, L. guttulus e P. yagouaroundi) foram utilizados 

primers heterólogos (Felis catus) (MENOTTI-RAYMOND et al., 1999) (Tabela I.2). 

 

Tabela I.1. Sequências forward e reverse dos primers de microssatélites isolados para Puma 

concolor. 

 Sequências 

Primer Forward Reverse 

PcoA208 TGGCAGCTTTAGTGGAAAGAC CCCTATTAAATACCGCCTCACT 

PcoA216 CTTGGCTCCTTGAATGTGATC GCTGTGTGACTGTAAGCAGGTTA 

PcoA339 AGTGGCAAACCTTTCTGGGT gttcttGCCTCCCTCTGAAGTGCATAT 

PcoB003 CCTCAGGTTCCTTGTCTGTAAA gttcttCAGTCCTAACAGGGACGTGTAC 

PcoB010 TACGGAAAGGTACTGGCAACT gttcttCCTGGTAATAGAGGCAGGTGT 

PcoB210 CTTGGGATGTCTCATGTGGTT CATCTTGGTGTTGATCCTCTAGTC 

PcoC108 CTTGATGATGTTGAGGCAGATC ACATGGTAGGTGCTGGGTAAT 

*Fca077 GGCACCTATAACTACCAGTGTGA ATCTCTGGGGAAATAAATTTTGG 

*Fca126 GCCCCTGATACCCTGAATG CTATCCTTGCTGGCTGAAGG 

*Primers heterólogos. 

Tabela I.2. Sequências forward e reverse dos primers de microssatélites utilizados para L. pardalis, L. 

guttulus e P. yagouaroundi. 

 Sequências 

Primer Forward Reverse 

Fca008  ACTGTAAATTTCTGAGCTGGCC TGACAGACTGTTCTGGGTATGG  

Fca042 CCCACGTGGACTAATCAAAT CACTGCACAAATTAAGAGGC 

Fca045 TGAAGAAAAGAATCAGGCTGTG GTATGAGCATCTCTGTGTTCGTG 

Fca053  TGCTTACACTCATGCACAGATG GAGCCTTGACATTGCTCTCC 

Fca077 GGCACCTATAACTACCAGTGTGA ATCTCTGGGGAAATAAATTTTGG 

Fca096 CACGCCAAACTCTATGCTGA CAATGTGCCGTCCAAGAAAC 

Fca124 CCATTCCCTCCCTGTCTGTA GCCTCAAGCCTCATTGCTAC 

Fca146 TATTTAGAAAGCTTGCAGAGGC GACAGTAAAACCTCCCTATGG 

Fca391 GCCTTCTAACTTCCTTGCAGA TTTAGGTAGCCCATTTTCATCA 

Todos os primers utilizados para L. pardalis, L. guttulus e P. yagouaroundi são heterólogos desenvolvidos 

inicialmente para gatos domésticos (MENOTTI-RAYMOND et al., 1999). 
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Devido a qualidade do DNA das amostras fecais, alguns cuidados devem ser 

tomados ao se trabalhar com esse tipo de amostras, evitando a não detecção de alelos 

devido à allelic-dropout (TABERLET et al., 1996). Para evitar essa subestimativa do 

número dos alelos e genótipos, foram mantidos nas análises apenas os genótipos 

heterozigotos que puderam ser confirmados duas vezes e os genótipo homozigotos que 

puderam ser confirmados três vezes em PCRs independentes até um total de 5 PCRs. 

Somente amostras com pelo menos 70% dos loci amplificados foram mantidas 

(BEJA‐PEREIRA et al., 2009; MIOTTO et al., 2011; SARANHOLI; CHÁVEZ-

CONGRAINS; GALETTI, 2017). 

Para reduzir os custos de genotipagem, foi seguida a metodologia proposta por 

Schuelke (2000). Nessa metodologia, em todos os primers forward foi acrescentada uma 

cauda universal de 18 pares de bases (cauda M13) a qual se liga a um primer contento a 

fluorescência para a genotipagem. O protocolo de PCR para volume final de 10 µL seguiu 

as seguintes concentrações: 1X do buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 

0,2 µM de dNTPs, 3 a 4mM de MgCl2 (50 mM, Invitrogen); 0,2 pmol do primer forward e 

do primer marcado com fluorescência; 0,8 pmol do primer reverse; 1 unidade de Taq 

Polymerase Platinum (Invitrogen); 0,25 mg/mL de BSA (Bovine Serum Albumin), 3 a 5 µL 

de DNA molde e água ultrapura até completar o volume final. As amplificações foram 

conduzidas termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com o 

seguinte ciclo: desnaturação inicial a 94°C durante 5 minuto; 30 ciclos de amplificação a 

94°C por 1 minuto, 55 a 58°C (variação na temperatura para garantir a amplificação do 

DNA dependendo da qualidade da amostra) por 45 segundos, 74°C por 1 minuto; seguidos 

de 8 ciclos para incorporação da fluorescência à cauda M13 com 94°C durante 30 

segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C a 45°C; e uma extensão final de 15 minutos a 

72°C. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% e enviados para 

genotipagem em sequenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems). Os 

eletroferogramas dos genótipos foram analisados no software Geneious v7 (KEARSE et 

al., 2012). 
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Após a obtenção dos genótipos, foi realizada a identificação dos indivíduos 

através das comparações entre os genótipos de todas as amostras no software Gimlet 

(VALIÈRE, 2002), o qual agrupa amostras com os mesmos genótipos. Utilizamos como 

critério agrupar apenas amostras que poderiam ter apenas um alelo diferente em um locus. 

Alguns trabalhos utilizam critérios mais “relaxados” (DUTTA et al., 2013), permitindo até 

dois locus diferentes, no entanto, como isso poderia resultar em superestimavas, fomos 

mais rígidos nesse critério. 

A capacidade de identificar os indivíduos entre todas as amostras coletadas 

depende diretamente do poder de individualização dos loci utilizados. Assim, para a 

capacidade de individualização, submetemos nossos loci selecionados a um teste. Para 

isso, utilizamos amostras controles para todas as espécies a partir de indivíduos atropelados 

ou de colaborações de zoológicos (Parque Zoológico Municipal de Bauru, Parque 

Zoológico Municipal Quinzinho de Barros e Parque Ecológico de São Carlos Dr. Antônio 

Teixeira Vianna), mantenedores (Criadouro Fortaleza e Associação Mata Ciliar) e 

hospitais veterinários (Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens-

CEMPAS/Unesp Botucatu e Hospital Veterinário Unesp Jaboticabal). Tendo 

conhecimento da origem dos indivíduos, calculamos os valores de Pid (Probabilidade de 

Identidade), que é a chance de indivíduos compartilharem o mesmo genótipo dentro da 

população estudada e Pidsibs que também é probabilidade de indivíduos compartilharem o 

mesmo genótipo dentro da população estudada considerando a ocorrência de indivíduos 

aparentados (WAITS; LUIKART; TABERLET, 2001), o que é mais próximo da realidade 

biológica das nossas áreas fragmentadas. Os cálculos dos valores de Pid e Pidsibs foram feitos 

no GenAlex v6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012) de forma a se obter os valores desses 

índices para um locus até a somatória do número total de locus empregados. 

 

4.2.5. Sexagem molecular 

Após a identificação dos indivíduos, realizamos a sexagem molecular 

utilizando o par de primers descritos por Pilgrim e colaboradores (2005) que amplificam 
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uma região do gene da Amelogenina presente nos cromossomos sexuais. No caso das 

fêmeas, são amplificados dois fragmentos de 214 pb correspondentes aos dois 

cromossomos X. Já nos machos, ocorre a amplificação de um fragmento de 214 pb 

(cromossomo X) e outro de 194 pb, resultante de uma deleção de 20 pb no cromossomo Y. 

Após as PCRs, seus produtos serão visualizados por eletroforese em gel de agarose 2% por 

120 minutos (100 volts). Foram utilizados controles positivos e negativos para todas as 

PCRs e três réplicas para evitar a detecção de falsas fêmeas devido a não amplificação de 

uma região. 

 

4.2.6. Análises demográficas 

Tamanho populacional mínimo e estimativa de abundância 

A primeira estimativa demográfica para cada área foi o tamanho populacional 

mínimo obtido a partir da individualização das amostras. A partir da individualização, 

montamos o histórico de captura e recaptura para as estimativas de abundância pelo 

modelo TIRM (Two innate rates model) (MILLER; JOYCE; WAITS, 2005)que considera 

que os indivíduos possuem diferentes probabilidades de captura-recaptura, sendo mais 

adequado para felinos uma vez que machos e fêmeas podem ter probabilidades diferentes 

de recaptura devido às diferenças de seus comportamentos territorialistas. O cálculo da 

abundância utilizando o modelo TIRM foi feito no software Capwire (MILLER; JOYCE; 

WAITS, 2005) o qual é considerado mais adequado quando se utiliza amostras não 

invasivas, já que em uma mesma ocasião de coleta pode-se amostrar o mesmo indivíduo 

mais de uma vez.  

Densidade 

A densidade foi calculada dividindo-se os valores de abundância encontrados 

pela área efetivamente amostrada. O cálculo da área efetivamente amostrada é importante, 

pois sabemos que as espécies não utilizam somente os fragmentos de hábitat, mas também 
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as áreas do entorno. Dessa forma, se utilizarmos somente as áreas dos fragmentos 

estudados para a obtenção das densidades, poderíamos ter superestimavas das densidades. 

Logo, para obter a área efetivamente amostrada, nos baseamos em valores das áreas de 

vida das espécies obtidos em estudos prévios (Tabela I.3). A partir do raio dessas áreas de 

vida, estabelecermos um buffer inserindo o valor do raio perpendicularmente ao longo das 

trilhas percorridas, criando um buffer que representa a área efetivamente amostrada. Essa 

abordagem tem sido utilizada em outros trabalhos com amostragem não invasiva para 

obtenção dos dados demográficos (RUELL et al., 2009; SOLBERG et al., 2006) para 

comparações demográficas entre diferentes áreas. 

 

Tabela I.3. Valores das áreas de vida e dos raios utilizados para o cálculo da área efetivamente 

amostrada. 

Espécie Área de vida Raio Referência 

Puma concolor 75,5 Km2 4,90 km 
Estudo conduzido em área antropizada 

no Paraná (MAZZOLLI, 2010) 

Leopardus pardalis 43 Km2 3,70 Km 
Estudo conduzido no Brasil na Mata 

Atlântica (CRAWSHAW, 1995) 

Leopardus guttulus 25 Km2 2,82 Km 
Estudo em diferentes regiões do Brasil 

(OLIVEIRA et al., 2010) 

Puma yagouaroundi 23 Km2 2,70 Km 
Estudo conduzido em área antropizada 

(OLIVEIRA et al., 2010) 

 

4.3. Resultados e Discussão 

4.3.1. Identificação molecular das amostras 

Em todas as áreas de estudo, foi coletado um total de 142 amostras de fezes 

potencialmente pertencente a felinos de acordo com as suas características morfológicas. 

Após a extração do DNA de todas as amostras, foi possível realizar a identificação 

molecular de 127 amostras com os dois marcadores selecionados, portanto, um sucesso de 

89% de identificação da espécie. Essa taxa de sucesso é semelhante ou maior a outros 

estudos (MIOTTO et al., 2014; SRBEK-ARAUJO et al., 2018), indicando a importância de 
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coletas sistêmicas para a obtenção de amostras frescas. Todas as amostras com sucesso de 

amplificação foram identificadas como sendo de espécies de felinos (Tabela I.4). 

Tabela I.4. Resultado da identificação molecular das amostras coletadas por área. 

Código da Amostra Área de Coleta 
Identificação 

Molecular 

FNCB01 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB02 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB03 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB04 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB05 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB06 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB07 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB08 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB09 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB10 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB11 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB12 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB13 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB14 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB15 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB16 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB17 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB18 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB19 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB20 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB21 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB22 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB23 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB24 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB25 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB26 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB27 Floresta Nac. Capão Bonito Leopardus pardalis 

FNCB28 Floresta Nac. Capão Bonito Puma yagouaroundi 

FNCB29 Floresta Nac. Capão Bonito Puma yagouaroundi 

FNCB30 Floresta Nac. Capão Bonito Leopardus pardalis 

FNCB31 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FNCB32 Floresta Nac. Capão Bonito Leopardus pardalis 

FNCB33 Floresta Nac. Capão Bonito Puma concolor 

FRC01 Faz. Rio Claro-Duratex Leopardus pardalis 

FRC02 Faz. Rio Claro-Duratex Leopardus pardalis 

FRC03 Faz. Rio Claro-Duratex Puma yagouaroundi 

FRC04 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 
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FRC05 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC06 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC07 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC08 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC09 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC10 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC11 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC12 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC13 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC14 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC15 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC16 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC17 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC18 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC19 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC20 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC21 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC22 Faz. Rio Claro-Duratex Leopardus pardalis 

FRC23 Faz. Rio Claro-Duratex Leopardus pardalis 

FRC24 Faz. Rio Claro-Duratex Leopardus pardalis 

FRC25 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC26 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC27 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

FRC28 Faz. Rio Claro-Duratex Puma concolor 

PECB01 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB02 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB03 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB04 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB05 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB06 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB07 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB08 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB09 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB10 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB11 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB12 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB13 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB14 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB15 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB16 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB17 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

PECB18 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

PECB19 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

PECB20 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

PECB21 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 
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PECB22 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB23 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB24 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB25 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB26 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB27 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB28 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB29 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

PECB30 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

PECB31 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus pardalis 

PECB32 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB33 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB34 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB35 Parque Estadual Carlos Botelho Leopardus guttulus 

PECB36 Parque Estadual Carlos Botelho Puma yagouaroundi 

PECB37 Parque Estadual Carlos Botelho Puma concolor 

EEC01 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC02 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC03 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC04 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC05 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC06 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC07 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC08 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus pardalis 

EEC09 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus guttulus 

EEC10 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus guttulus 

EEC11 Estação Ec. dos Caetetus Leopardus guttulus 

EEC12 Estação Ec. dos Caetetus Puma yagouaroundi 

EEC13 Estação Ec. dos Caetetus Puma yagouaroundi 

EEC14 Estação Ec. dos Caetetus Puma yagouaroundi 

EEC15 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC16 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC17 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC18 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC19 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC20 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC21 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC22 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC23 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC24 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC25 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC26 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC27 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC28 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 

EEC29 Estação Ec. dos Caetetus Puma concolor 
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4.3.2. Ocorrência das espécies 

Os resultados da identificação molecular demostram que quase todas as 

espécies estudadas foram detectadas em quase todas as áreas de estudo. No entanto, 

notamos a ausência de L. guttulus nas áreas da FNCB e da FRC e também um menor 

número de amostras coletadas de Puma yagouaroundi nas mesmas áreas. De acordo com o 

tamanho de ambas as áreas, seria esperado uma amostragem maior para essas espécies, já 

que elas poderiam abrigar um número maior de indivíduos quando comparadas com uma 

área menor como a EEC. No entanto, a composição dessas unidades com menos áreas de 

vegetação nativa podem ser um fator importante, limitando a ocorrência dessas espécies, já 

que ambas as espécies são consideradas mais sensíveis e com maior exigência de 

coberturas naturais (OLIVEIRA et al., 2010). 

Para a jaguatirica, mesmo a espécie sendo considerada generalista (OLIVEIRA 

et al., 2010), a mesma teve um menor número de amostras coletadas nas áreas mais 

alteradas: 5 amostras na FRC e 3 amostras na FNCB). Apesar da espécie poder buscar seus 

recursos na matriz (OLIVEIRA et al., 2010), trabalhos mais recentes têm demostrado uma 

forte necessidade da presença de áreas naturais para poder garantir a sua viabilidade (DI 

BITETTI et al., 2008; L. MASSARA et al., 2018).  

A espécie Puma concolor foi a com maior número de amostras coletadas, 

correspondendo a 57% do total das amostras identificadas e um total de 22 indivíduos 

amostrados, o que seria explicado pelo seu comportamento mais generalista e também pela 

sua alta capacidade de deslocamento e dispersão, permitindo-a percorrer grandes áreas 

(ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; HORNOCKER; NEGRI, 2010; LOGAN; 

SWEANOR, 2001), mesmo aquelas com algum grau de antropização como áreas de 

plantações para buscar recursos (MAGIOLI et al., 2014). 
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4.3.3. Poder de individualização dos microssatélites e detecção dos 

indivíduos amostrados 

A análise conduzida para avaliar o poder de individualização dos dois painéis 

de microssatélites utilizando amostras controles demonstram que eles são suficientemente 

informativos para identificar os indivíduos entre amostras com origem incerta. Os valores 

de Pid indicam que apenas três loci já seriam informativos para obter essa informação 

(considerando Pid <0,01). No entanto, utilizando os valores Pidsibs, que consideram a 

possibilidade de ocorrerem indivíduos aparentados em uma população, sendo assim um 

critério mais rigoroso, os valores indicam que 5 loci são capazes de realizar a 

individualização (considerando Pidsibs <0,01) (Figura I.3). Esses resultados mostram a 

eficiência da abordagem não invasiva em conjunto com técnicas moleculares para a 

detecção de indivíduos a partir desse tipo de amostras. Rodgers e colaboradores (2015), 

utilizaram 4 loci de microssatélite para identificar indivíduos de jaguatiricas em seu estudo 

empregando amostras fecais e obteve Pidsibs igual a 0,038. Já Wultsch e colaboradores 

(2016), mostraram que para valores de Pidsibs menores que 0,01 seriam necessários seis loci 

de microssatélites a partir de seu painel empregado para individualizar amostras de P. 

concolor e L. pardalis. Nenhum trabalho ainda havia avaliado o poder de individualização 

de um painel de microssatélites para as espécies L. guttulus e P. yagouaroundi. Assim, 

nossos painéis de microssatélites sugeridos mostram-se informativos para tal objetivo, 

sendo também uma contribuição para estudo que tenham como enfoque apenas a 

identificação dos indivíduos, reduzindo custo, uma vez que não seria necessária a 

amplificação de um número maior de loci. 
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Figura I. 3. Valores de Pid e Pidsibs para o conjunto de microssatélites empregados para cada espécie. 
*Valores de Pidsibs menores que 0,01. 

 

 

 

Dessa forma, foi possível chegar ao número de indivíduos de cada espécie para 

cada área de estudo, correspondendo ao tamanho populacional mínimo (Tabela I.5). 
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Tabela I.5. Individualização das amostras de fezes de cada espécie em cada área de estudo.  

Os valores entre parênteses indicam o número total de indivíduos de cada espécie amostrado em cada área. 

Espécie Amostras Indivíduo 
Número de 

Capturas  

FLORESTA NAC. CAPÃO BONITO 

P. concolor (7) 

FNCB01, FNCB04, FNCB09, FNCB12, FNCB14, FNCB16 PcFNCB1♂ 6 

FNCB02, FNCB06, FNCB07 PcFNCB2♀ 3 

FNCB10 PcFNCB3♀ 1 

FNCB19, FNCB21, FNCB24, FNCB26 PcFNCB4♀ 4 

FNCB03, FNCB23, FNCB25 PcFNCB5♂ 3 

FNCB05, FNCB11, FNCB15, FNCB20, FNCB31, FNCB33 PcFNCB6♂ 6 

FNCB08, FNCB17, FNCB18, FNCB22 PcFNCB7♀ 4 

L. pardalis (3) 

FNCB 27 LpFNCB1♂ 1 

FNCB 30 LpFNCB2♀ 1 

FNCB 32 LpFNCB3♀ 1 

P. yagouaroundi (1) FNCB29, FNCB28 PyFNCB1♀ 2 

ESTAÇÃO EC. DOS CAETETUS 

P. concolor (5) 

EEC15, EEC18, EEC20 PcEEC1♂ 3 

EEC16, EEC17, EEC23 PcEEC2♀ 3 

EEC22, EEC28 PcEEC3♀ 2 

EEC19, EEC21, PcEEC4♀ 2 

EEC24, EEC25, EEC27 PcEEC5♂ 3 

L. pardalis (5) 

EEC03 LpEEC2♀ 1 

EEC01, EEC06, EEC08 LpEEC3♂ 3 

EEC02, EEC04, EEC05 LpEEC4♂ 3 

EEC07 LpEEC5X 1 

L. guttulus (3) 
EEC09 LgEEC1♀ 1 

EEC10 LgEEC2♀ 1 

P. yagouaroundi (1) 

EEC12 LgEEC3♀ 1 

EEC12, EEC13, EEC14 PyEEC2♀ 3 

FAZ. RIO CLARO DURATEX 

P. concolor (6) 

FRC04, FRC05, FRC08, FRC13, FRC15 PcFRC1♂ 5 

FRC06, FRC07 PcFRC2♀ 2 

FRC09, FRC10, FRC16, FRC19 PcFRC3♀ 4 

FRC11 PcFRC4♂ 1 

FRC12, FRC26, FRC27, FRC28 PcFRC5♂ 4 

FRC14, FRC17, FRC18, FRC20, FRC21, FRC25 PcFRC6♀ 6 

L. pardalis (2) 
FRC01, FRC02, FRC22 LpFRC1♀ 3 

FRC23, FRC24 LpFRC2♀ 2 

P. yagouaroundi (1) FRC03 PyFRC1♀ 1 
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PARQUE ESTADUAL CARLOS BOTELHO 

P. concolor (4) 

PECB17, PECB19, PcPECB1♀ 2 

PECB18, PECB20, PECB29 PcPECB2♂ 3 

PECB30 PcPECB3♀ 1 

PECB37 PcPECB4♀ 1 

L. pardalis (5) 

PECB01 LpPECB1♀ 1 

PECB02, PECB04, PECB08 LpPECB2♂ 3 

PECB03 LpPECB3♂ 1 

PECB05, PECB06, PECB07 LpPECB4♀ 3 

PECB23, PECB26, PECB27, PECB31 LpPECB5♀ 4 

L. guttulus (6) 

PECB09 LgPECB1♀ 1 

PECB10 LgPECB2♂ 1 

PECB11, PECB22, PECB24 LgPECB3♂ 3 

PECB12, PECB21 LgPECB4♀ 2 

PECB25 LgPECB5♀ 1 

PECB32, PECB33, PECB35 LgPECB6♀ 3 

P. yagouaroundi (5) 

PECB13 PyPECB1♀ 1 

PECB14, PECB15 PyPECB2♂ 2 

PECB16 PyPECB3♀ 1 

PECB28, PECB36 PyPECB4♀ 2 

PECB34, PyPECB5♀ 1 

As amostras FNCP10, EEC26 e EEC29 não puderam ter todos os loci de microssatélites amplificados para a 

individualização molecular. “X” não foi possível determinar o sexo do indivíduo. 

 

Como notado a partir da identificação molecular das espécies das amostras, a 

detecção molecular dos indivíduos seguiu o mesmo padrão quanto às características das 

áreas e das espécies, sendo um menor número de indivíduos de P. yagouaroundi e 

ausências de L. guttulus para FNCB e FRC e maior abundância para as demais espécies 

(Tabela I.4).  

Com exceção do PCEB, os baixos valores de recaptura para P. yagouaroundi e 

L. guttulus nas demais áreas não permitiram estimar seus valores de abundância para essas 

áreas, dessa forma, para a obtenção da densidade, utilizamos os tamanhos populacionais 

mínimo detectados. O mesmo foi adotado para jaguatirica na FRC. 
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4.3.4. Abundância, Densidade e avaliação entre as relações demográficas 

entre as espécies 

Os valores de abundância obtidos pelas estimativas do modelo do software 

Capwire foram muito semelhantes aos números de indivíduos obtidos através da 

individualização genética das amostras (Tabela I.6), mostrando o potencial desse tipo de 

amostragem para estimativas demográficas (MIOTTO et al., 2014; RUELL et al., 2009). 

 

Tabela I.6. Estimativas de abundância de cada espécie para cada área de estudo. 

Espécie 
Individualização 

Molecular 

Estimativa Abundância 

(Capwire) 

FLORESTA NAC. CAPÃO BONITO 

Puma concolor 7 8 (6-9; CI 95%) 

Leopardus pardalis 3 5 (46-6; CI 95%) 

Puma yagouaroundi 1 - 

ESTAÇÃO EC. DOS CAETETUS 

Puma concolor 5 5 (4-6; CI 95%) 

Leopardus pardalis 5 5 (4-6; CI 95%) 

Leopardus guttulus 3 - 

Puma yagouaroundi 1 - 

FAZ. RIO CLARO DURATEX 

Puma concolor 6 5 (4-6; CI 95%) 

Leopardus pardalis 2 - 

Puma yagouaroundi 1 - 

PARQUE ESTADUAL CARLOS BOTELHO 

Puma concolor 4 5 (4-6; CI 95%) 

Leopardus pardalis 5 7 (7-8; CI 95%) 

Leopardus guttulus 6 8 (6-9; CI 95%) 

Puma yagouaroundi 5 5 (4-6; CI 95%) 

 

Assim, as estimativas de abundância refletem o mesmo padrão encontrado para 

a ocorrência das espécies no que se refere à qualidade ambiental das áreas e presença de 

remanescentes florestais. Nas áreas mais alteradas (FRC e FNCB), as espécies mais 
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abundantes foram Puma concolor e Leopardus pardalis. Apenas um indivíduo de Puma 

yagouaroundi foi detectado nessas duas áreas e nenhum indivíduo de L. guttulus. 

Os tamanhos das áreas efetivamente amostradas estão descritos na Tabela I.7 e 

representadas para cada espécie na Figura I.3. 

Tabela I.7. Áreas efetivamente amostradas para cada espécie nas áreas de estudo. 

Área Efetivamente Amostradas 

Espécie EEC FRC FNCB PECB 

P. concolor 180 Km2 250 Km2 163 Km2 238 Km2 

L. pardalis 116 Km2 170 Km2 103 Km2 158 Km2 

L. guttulus 80 Km2 - - 111 Km2 

P. yagouaroundi 75 Km2 115 Km2 65 Km2 105 Km2 

EEC: Estação Ecológica dos Caetetus; FRC Fazenda Rio Claro Duratex; FNCB: Floresta Nacional Capão 

Bonito; PECB: Parque Estadual Carlos Botelho. 

 

 

 
Figura I.4. Representação das áreas efetivamente amostradas representadas pelos buffers para cada 

espécie em cada área de estudo. EEC: Estação Ecológica dos Caetetus; FRC Fazenda Rio Claro Duratex; 

FNCB: Floresta Nacional Capão Bonito; PECB: Parque Estadual Carlos Botelho. 
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A partir das áreas efetivamente amostradas e os valores de abundância, 

obtemos as densidades de cada espécie nas áreas de estudo (Tabela I.8).  

Tabela I.8. Densidade das espécies nas áreas de estudo. 

Densidades 

Espécie EEC FRC FNCB PECB 

P. concolor 2,77 /100Km2 2/100Km2 4,90/100Km2 2,1/100Km2 

L. pardalis 4,3/100Km2 1,17/100Km2 4,85/100Km2 4,4/100Km2 

L. guttulus 3,75/100Km2 - - 7,20/100Km2 

P. yagouaroundi 1,33/100Km2 0,86/100Km2 1,53/100Km2 4,76/100Km2 

EEC: Estação Ecológica dos Caetetus; FRC Fazenda Rio Claro Duratex; FNCB: Floresta Nacional Capão 

Bonito; PECB: Parque Estadual Carlos Botelho. 

 

Pode-se observar uma grande variação nesses valores para cada espécie, assim 

como também é observado na literatura (MAZZOLLI, 2010; NEGRÕES et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2010; TROLLE; KÉRY, 2003). Para as espécies mais sensíveis (L. 

guttulus e P. yagouaroundi), as maiores densidades estão no PECB, a área estudada que 

apresenta a melhor qualidade de habitat e também inserida ao maior contínuo de Mata 

atlântica remanescente (Parque Estadual da Serra do Mar), o que provavelmente lhe 

permite abrigar maiores populações, mesmo tendo a ocorrência de espécies competidoras. 

A segunda área com maior densidade desses dois felinos é a EEC, a qual é composta 

basicamente por um fragmento de Mata atlântica. A EEC é um dos poucos remanescentes 

de Mata atlântica no interior do estado de São Paulo, dessa forma, a presença desses 

felinos em maior densidade quando comparado com as áreas mais alteradas, reforça a 

importâncias dessas unidades de conservação principalmente para as espécies mais 

sensíveis. 

A área com maior densidade e número de indivíduos de onças-pardas foi a 

FNCB, apesar da área não possuir grandes remanescentes naturais. A biologia mais 

generalista da onça-parda lhe permite obter recursos nessa área, além da área poder servir 

de ponto de passagem para mais indivíduos de onça-parda que transitam na região. Além 

disso, é a área mais próxima do contínuo da Serra do Mar, dessa forma, também pode estar 

recebendo os indivíduos que dispersam próximos dessa região. Enquanto que a área com 

menor densidade para P. concolor foi o PECB, onde poderia ser esperada uma maior 
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densidade devido a qualidade do habitat dessa área. Porém, um fator que poderia explicar 

essa menor densidade seria a presença da onça-pintada no PECB. A duas espécies podem 

conviver em uma mesma área (SCOGNAMILLO et al. 2003; HARMSEN et al. 2009,), no 

entanto, evitam a sobreposição espacial e temporal (HARMSEN et al. 2009) e isso pode 

reduzir a dectabilidade de P. concolor onde P. onca está presente.   

Não observamos uma relação direta entre as densidades de L. pardalis e as 

densidades de P. yagouaroundi e L. pardalis. Por exemplo, a EEC e o PECB possuem 

praticamente a mesma densidade de jaguatiricas, no entanto, as densidades de L. guttulus e 

P. yagouaroundi no PECB é muito mais alta quando comparada com a EEC, o que 

provavelmente se deve à maior qualidade do ambiente no PECB. No entanto, a jaguatirica 

se mostrou mais abundante que os pequenos felinos nas áreas estudadas com maior grau de 

alteração devido ao seu comportamento mais generalista. Dessa forma, a presença mais 

abundante das jaguatiricas nas áreas alteradas pode ser mais um fator que não favorece a 

ocorrência dos felinos menores nessas áreas, pois além de serem mais sensíveis à mudança 

da paisagem, também sofreram a competição com as jaguatiricas, resultando em mais um 

efeito negativo na demografia dos pequenos felinos como é sugerido por Oliveira e 

colaboradores (OLIVEIRA et al., 2010). 

 

4.4. Conclusões 

Nota-se uma diferença na presença principalmente das espécies consideradas 

mais sensíveis, sendo que nas áreas consideradas mais alteradas, as mesmas ocorrem em 

baixa abundância e densidade. Não encontramos uma relação clara entre a densidade do 

mesopredador (L. pardalis) e as espécies de felinos menores. Acreditamos que a qualidade 

do ambiente seria o primeiro fator a afetar a densidade dessas espécies. No entanto, a 

maior abundância do mesopredador (L. pardalis) pode sim ser um fator que contribui 

negativamente para a presença dos pequenos felinos em áreas mais alteradas.  



65 

 

 

 

A baixa densidade das espécies de pequenos felinos nos fragmentos no interior 

do estado pode ser considerada preocupante, uma vez que sendo mais sensíveis à mudança 

da paisagem, as mesmas podem tornar-se cada vez mais raras no atual cenário de perda de 

habitat. Por isso, a presença de áreas mais conservadas é essencial para a manutenção 

dessas populações, principalmente para as espécies mais sensíveis. Também ressaltamos 

que a amostragem não invasiva se mostra uma eficiente alternativa para estudo 

demográficos de espécies elusivas e de baixa densidade como os carnívoros, permitindo os 

levantamentos e monitoramento das populações em longo prazo.
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5. Capítulo II: Estruturação populacional e diversidade genética de Puma 

concolor em uma paisagem fragmentada 

 

5.1. Introdução 

O atual cenário de intensa degradação e redução da cobertura florestal pode 

impor barreiras a dispersão dos animais devido à redução da conectividade entre os 

remanescentes de vegetação ou devido o surgimento de uma nova barreira (ANDREN, 

1994; EWERS; DIDHAM, 2006; KRUESS; TSCHARNTKE, 1994; TSCHARNTKE et 

al., 2012) como uma rodovia, centro urbano, monocultura etc. Essa limitação do 

deslocamento dos indivíduos pode levar à redução do fluxo gênico entre as populações 

(GERLACH; MUSOLF, 2000) e, consequentemente, elevar o grau de endogamia e reduzir 

a diversidade genética das populações remanescentes (HELLER; OKELLO; 

SIEGISMUND, 2010). Em longo prazo, a redução das populações as torna mais 

suscetíveis a eventos estocásticos, reduzindo a variabilidade genética e diminuindo a sua 

viabilidade (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010), podendo resultar na extirpação 

local da espécie (FRANKHAM, 2005, 2010). Devido à perda e fragmentação de seus 

habitats, muitas espécies já apresentam perda da diversidade genética e estruturação de 

suas populações decorrente desse processo (DUTTA et al., 2013; HAAG et al., 2010; 

JANEČKA et al., 2011; MCMANUS et al., 2015; SARANHOLI; CHÁVEZ-

CONGRAINS; GALETTI, 2017; SRBEK-ARAUJO et al., 2018). Até mesmo espécies 

consideradas de hábitos mais generalistas, como algumas espécies de grandes carnívoros, 

já têm sofrido essas consequências, resultando na estruturação genética de suas populações 

(DUTTA et al., 2013; ERNEST et al., 2014; MCMANUS et al., 2015). Dessa forma, 

permitir que os indivíduos se desloquem nas paisagens cada vez mais fragmentadas é um 

desafio para conservação da biodiversidade em longo prazo.  

Os grandes carnívoros podem ser particularmente mais sensíveis à perda e 

fragmentação do habitat devido à baixa densidade em que ocorrem e necessidade de 

grandes áreas de vida (CROOKS, 2002; CROOKS et al., 2011). Dessa forma, suas 
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populações encontram-se cada vez mais restritas a pequenas áreas e reduzida a poucos 

indivíduos (RIPPLE et al., 2014). Mais recentemente, diversos trabalhos têm demonstrado 

que determinadas atividades antrópicas, mesmo elas sendo relativamente recentes, podem 

ocasionar estruturação populacional em fina escala devido à limitação do deslocamento 

dos indivíduos na paisagem local (DUTTA et al., 2013; MCMANUS et al., 2015; 

SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017; SINGH et al., 2017).  

Dentre as espécies de grandes carnívoros, a onça-parda (Puma concolor) 

também tem enfrentado as consequências (aumento dos atropelamentos, maior contato 

com humanos resultando em conflitos, doenças devido à proximidade com animais 

domésticos etc.) decorrentes de perda e fragmentação do habitat, (Loxterman 2011; Ernest 

et al. 2014). A espécie distribui-se por todo o continente Americano onde são registradas 

diferentes linhagens genéticas correspondendo a seis subespécies (CULVER et al., 2000). 

É considerada de hábitos generalistas e com alta capacidade de deslocamento 

(ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; LOGAN; SWEANOR, 2001). No 

entanto, na América do Norte, onde a espécie tem sido mais amplamente estudada, alguns 

trabalhos já registraram estruturação em suas populações que se devem principalmente às 

mudanças da paisagem, incluindo a perda de habitat, surgimento de grandes centros 

urbanos ou redução da dispersão devido à grande malha viária (Loxterman 2011; Ernest et 

al. 2014). Tais limitações ao fluxo já levaram à perda de diversidade genética na população 

local, fazendo com que a mesma já exiba os efeitos deletérios da endogamia (ERNEST et 

al., 2014). Um exemplo direto da endogamia, as torções nas extremidades de suas caudas, 

foi reportado para a espécie em locais onde a mesma passou por redução populacional 

drástica, devido à perda de seu habitat e intensa pressão de caça (CULVER et al., 2008; 

ROELKE; MARTENSON; O’BRIEN, 1993). 

No Brasil, poucos trabalhos buscaram avaliar a ocorrência de estruturação 

populacional para a espécie (CASTILHO et al., 2012; MIOTTO et al., 2011; 

SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 2017). Com exceção do trabalho 

mais recente de Saranholi e colaboradores (2017) que investigou a ocorrência de 
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estruturação populacional em fina escala para a espécie por uma barreira antrópica 

associada às mudanças da paisagem, os demais trabalhos não detectaram estruturação para 

a espécie. Historicamente, é reconhecida apenas uma linhagem e ausência de estruturação 

populacional a partir de marcadores mitocondriais para a nossa região de estudo (CULVER 

et al. 2000; MATTE et al. 2013). No entanto, as atividades antrópicas têm alterado muito a 

paisagem nos últimos anos, em particular para a região sudeste do Brasil, a região mais 

desenvolvidas do país, onde seus dois biomas, Mata Atlântica e Cerrado, já foram 

reduzidos a 16% e a menos da metade de suas coberturas originais, respectivamente 

(KLINK; MACHADO, 2005; LYRA-JORGE et al., 2009). Portanto, faz-se necessário 

mais estudos tentando compreender as consequências dessa drástica alteração em escala 

mais ampla, avaliando a ocorrência de estruturação populacional e possível redução da 

diversidade genética para a espécie. 

Nesse sentido, este trabalho buscou verificar a ocorrência de estruturação 

populacional para a espécie P. concolor em uma região de intensa perda de habitat. Nossa 

hipótese é de que, apesar da espécie ser considerada generalista, será observado 

estruturação na região estudada, uma vez que alguns trabalhos já demostraram isso para a 

espécie em áreas com intensa modificação. 

 

5.2. Material e Métodos 

5.2.1. Área de estudo 

O estudo foi conduzido na região sudeste do Brasil, compreendendo os estados 

de São Paulo e Minas Gerais (Figura II.1). Para as amostras do estado de São Paulo, foram 

utilizados dados a partir da obtenção de amostras fecais coletadas em unidade de 

conservação, amostras obtidas de indivíduos de P. concolor atropelados e indivíduos 

capturados no projeto parceiro Pró-carnívoros/AES-Tietê (Projeto “A onça-parda na bacia 

do rio Tietê). As amostras de fezes foram coletadas em três áreas de conservação do 

estado: a Estação Ecológica dos Caetetus (EEC) com 2.100 ha e localizada entre os 



70 

 

 

 

municípios de Gália e Alvinlândia (São Paulo); a segunda área é a Floresta Nacional de 

Capão Bonito (FNCB) com 4.770 ha localizada na cidade de Capão Bonito (São Paulo) e 

na Fazenda Rio Claro da Duratex (FRC) com 23.000 ha localizada na cidade de Lençóis 

Paulista (São Paulo). As amostras de indivíduos atropelados foram coletadas 

principalmente em rodovias da região central do estado (Figura II.1), onde temos 

registrado um grande número de atropelamentos. As amostras da colaboração com o 

projeto Pró-carnívoros/AES-Tietê foram coletadas a partir da captura de indivíduos na 

região de Promissão-SP (Figura II.1). Já as amostras de Minas Gerais foram obtidas 

através da parceria com a equipe do PCMC (Programa de Conservação dos Mamíferos do 

Cerrado) que realizam um estudo amplo com a espécie na região do Triangulo Mineiro 

(Figura II.1) e, para isso, realizam capturas dos animais para responder diversas questões, 

entre elas, aspectos genéticos da população. 

 
Figura II.1. Áreas de estudo representando as áreas de coleta para as amostras fecais, os 

atropelamentos e a captura de indivíduos. (A) Destaque para as três áreas de coleta de amostras 

de fezes: Estação Ecológica dos Caetetus (vermelho); Fazenda Rio Claro da Duratex (roxo); 

Floresta Nacional de Capão Bonito (amarelo). 
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5.2.2. Coleta, armazenamento das amostras e extração do DNA 

 As coletas das amostras de fezes foram conduzidas através da busca ativa das 

amostras por trilhas e estradas de terra existentes nas áreas de estudo, já que os felinos têm 

como hábito o uso delas para o seu deslocamento e marcação de território (CHAME, 2003) 

(Figura II.2). As coletas foram concentradas dentro de períodos curtos (dois meses) 

realizadas duas vezes (uma estação seca e uma estação chuvosa) ao ano para cada área 

durante o primeiro ano do estudo (2014 a 2015). Em cada área, o esforço de amostragem 

foi de foi de 15 a 17 km percorridos em cada mês dos períodos amostrais. 

As amostras de fezes frescas e potencialmente pertencentes à felinos com base 

em sua morfologia foram coletadas e armazenadas em tubos de polipropileno contendo 

etanol absoluto e mantidas em freezer a -20°C até a extração. As amostras coletadas foram 

armazenadas em tubos de polipropileno contendo etanol absoluto e mantidas em freezer a -

20°C até a extração. Todos os pontos de coleta foram registrados com equipamento de 

GPS (Global Positioning System). Para a obtenção do DNA das amostras fecais, utilizamos 

o kit de extração “QIAamp DNA Stool Mini Kit” (Qiagen), que é específico para amostras 

fezes por retirar os inibidores de PCR (Polymerase Chain Reaction) presentes nelas e que 

tem demostrado bons resultados em estudos anteriores (ALBERTS et al., 2017; 

RODRÍGUEZ-CASTRO et al., 2018; SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; 

GALETTI, 2017) 

As amostras de tecido de indivíduos atropelados foram coletadas diretamente 

por nós nos pontos de atropelamento após recebermos os comunicados de algumas 

concessionárias de rodovias ou parceiros (Figura II.2) no período entre 2012 a 2017. 

Outras amostras foram cedidas por colaboradores (Hospitais veterinários ou Zoológicos) 

que recebiam esses animais para tratamento e, então nos sediam uma amostra dos 

indivíduos juntamente com as informações do local do atropelamento. Amostras de tecido 

(músculo) foram armazenadas em micrutubo de 2,0 mL contendo etanol 70% e amostras 

de sangue foram armazenadas em tubos Vacutainer® contendo como anticoagulante 

EDTA. As amostras de tecido e sangue foram mantidas em freezer -20°C até a extração do 
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DNA que foi realizada através do protocolo de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico 

(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). 

Em relação aos indivíduos capturados em parceria com a equipe do PCMC 

(Figura II.2) e com o projeto Pró-carnívoros/AES-Tietê, foram retidas amostras de sangue 

desses animais que foram mantidas em tubo Vacutainer® contendo EDTA e armazenadas 

em freezer -20ºC até a obtenção do DNA com o protocolo de fenol-clorofórmio-álcool 

isoamílico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Para as amostras de tecido e 

sangue, o DNA obtido foi quantificado em biofotômetro (Eppendorf Biophotometer) para a 

padronização de alíquotas a 50ng/l para uso nas PCRs. 

Todas as coletas realizadas foram autorizadas pela instituições responsáveis 

(Licenças SISBIO - Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade – 

MMA/ICMBIO: 42524-2, 42524-3, 42524-4; Licença COTEC - Comissão Técnico-

Científica – SMA/ Instituto Florestal: 416/2014 D052/2014 BA), além da aprovação da 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de São Carlos 

(CEUA/UFSCAR), segundo o n° UFSCAR CEUA 4823120615. 
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Figura II.2. Coletas das amostras em campo. (A), (B), (C): busca por vestígios e amostras não-invasivas. 

(D): Participação nas campanhas de captura com a equipe do PCMC para coleta de amostras. (E): Indivíduo 

de onça-parda atropelado. 
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5.2.3. Identificação molecular da espécie das amostras de fezes 

Para as amostras de fezes, realizamos a identificação molecular para 

verificarmos se pertenciam a espécie P. concolor. Para isso, utilizamos os marcadores 

(Cytb e ATP6, FARREL et al., 2000; CHAVES et al. 2012) e a metodologia já descrita no 

Capítulo I deste trabalho. Já para as amostras de tecido dos indivíduos atropelados ou dos 

indivíduos capturados, não foi necessária realizar a identificação molecular, uma vez que 

tivemos a oportunidade de conferir a espécie do animal. 

 

5.2.4. Individualização molecular das amostras de fezes e obtenção dos 

genótipos para todas as amostras 

Para a obtenção dos genótipos para a individualização das amostras de fezes, 

seguimos a mesma metodologia descrita no Capítulo 1, utilizando um painel multilocus de 

microssatélites (A208, A216, A339A, B003, B010, B210, FCA126A, C108A e FCA077A) 

(KURUSHIMA et al., 2006; MENOTTI-RAYMOND et al., 1999) e identificando 

indivíduos a partir do agrupamento das amostras a partir dos mesmos genótipos utilizando 

o software Gimlet (VALIÈRE, 2002). Também calculamos os valores de Pid e Pidsibs para 

verificarmos o poder de individualização dos loci (WAITS; LUIKART; TABERLET, 

2001) no software GenAlexv6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Devido a qualidade do 

DNA das amostras fecais, foram realizadas réplicas como descrito no Capítulo I para 

mensurar allelic-dropout (TABERLET et al., 1996). Após a individualização das amostras 

de fezes, realizamos a amplificação para as amostras de tecido para a obtenção dos 

genótipos.  

Para reduzir os custos de genotipagem, foi seguida a metodologia proposta por 

Schuelke (2000). Nessa metodologia, em todos os primers forward foi acrescentada uma 

cauda universal de 18 pares de bases (cauda M13) a qual se liga a um primer contento a 

fluorescência para a genotipagem. O protocolo de PCR para volume final de 10 µL seguiu 

as seguintes concentrações: 1X do buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 
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0,2 µM de dNTPs, 3 a 4 mM de MgCl2 (50 mM, Invitrogen) para amostras fecais e 3 mM 

de MgCl2 (50 mM, Invitrogen) para amostras de tecido ou sangue; 0,2 pmol do primer 

forward e do primer marcado com fluorescência; 0,8 pmol do primer reverse; 1 unidade de 

Taq Polymerase Platinum (Invitrogen); 0,25 mg/mL de BSA (Bovine Serum Albumin), 3 a 

5 µL de DNA molde para amostras fecais e 50ng de DNA das amostras de tecido ou 

sangue e água ultrapura até completar o volume final. As amplificações foram conduzidas 

em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com o seguinte 

ciclo: desnaturação inicial a 94°C durante 5 minuto; 30 ciclos de amplificação a 94°C por 1 

minuto, 55 a 58°C (variação na temperatura para garantir a amplificação do DNA 

dependendo da qualidade da amostra) por 45 segundos, 74°C por 1 minuto; seguidos de 8 

ciclos para incorporação da fluorescência à cauda M13 com 94°C durante 30 segundos, 

53°C por 45 segundos e 72°C a 45°C; e uma extensão final de 15 minutos a 72°C. Os 

produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% e enviados para genotipagem 

em sequenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas dos 

genótipos foram analisados no software Geneious v7 (KEARSE et al., 2012). 

 

5.2.5. Sexagem molecular 

Após a identificação dos indivíduos, realizamos a sexagem molecular 

utilizando o par de primers descritos por Pilgrim e colaboradores (2005) que amplificam 

uma região do gene da Amelogenina presente nos cromossomos sexuais. No caso das 

fêmeas, são amplificados dois fragmentos de 214 pb correspondentes aos dois 

cromossomos X. Já nos machos, ocorre a amplificação de um fragmento de 214 pb 

(cromossomo X) e outro de 194 pb, resultante de uma deleção de 20 pb no cromossomo Y. 

Após as PCRs, seus produtos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 2% 

por 120 minutos (100 volts). Foram utilizados controles positivos e negativos para todas as 

PCRs e três réplicas para evitar a detecção de falsas fêmeas devido a não amplificação de 

uma região. 
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5.2.6. Análises genéticas 

Estruturação populacional 

Primeiramente, verificamos uma possível estruturação genética devido a 

distância geográfica entre os indivíduos, para isso, os valores de distância genética e 

distância geográfica entre os indivíduos foram comparados par-a-par para verificamos uma 

possível correlação através do teste de Mantel realizado no software GenAlex v.6.5 

(PEAKALL; SMOUSE, 2012).  

Para verificar a presença de estruturação genética, conduzimos a análise de 

agrupamento no software Structure 2.2 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), 

assumindo o modelo de “Admixture Model” e ‘Correlated allelic frequencies’. A análise 

foi feita sem informação a priori da origem dos indivíduos. Testamos as probabilidades 

dos indivíduos pertenceram de 1 a 10 populações diferentes (1<K<10) utilizando como 

parâmetros 100 réplicas independentes para cada K, burn-in 100000 de passos e 200000 

interações para a “Markov Chain Monte Carlo”. O K mais provável foi definido através do 

cálculo do valor de K como descrito por Evanno e colaboradores (2005) utilizando o 

software Structure Harvester (EARL; VONHOLDT, 2012) e também pelo método 

proposto por Pritchard e colaboradores (2000), no qual o melhor K é aquele que maximiza 

o valor de LnP (Probabilidade logarítmica) e que ao mesmo tempo possua a menor 

variância. Segundo alguns trabalhos (JOMBART, 2008; JOMBART; DEVILLARD; 

BALLOUX, 2010), o software Structure pode falhar em algumas situações para detectar o 

real número de cluster devido as suas premissas dos modelos populacionais, por isso, o uso 

de diferentes abordagens é altamente recomendável. Assim, também foram feitas análises 

de agrupamento Bayesianas utilizando um modelo espacial incluindo os dados de origem 

geográfica dos indivíduos, a qual pode ser capaz de identificar estruturações mesmo que 

ainda crípticas (MCMANUS et al., 2015). A análise foi conduzida no pacote Geneland 

(GUILLOT; MORTIER; ESTOUP, 2005) no software R (R DEVELOPMENT CORE 

TEAM, 2011) e usamos como parâmetros o modelo espacial com frequência de alelos 

não correlacionados, mesmo sendo menos sensível para detectar estruturações sutis . 
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Testamos os valores de K variando de 1 a 10 com 10 rodadas independes utilizando função 

loop (“nrun”).      

Como análises complementares, testamos a existência de estruturação 

populacional pela análise multivariada de FCA (Factorial Component Analisys) no 

software Genetix (BELKHIR et al., 2004) que considera que os dados genéticos utilizados 

são multivariados devido ao conjunto de loci utilizados. Também conduzimos a análise de 

Componentes principais discriminantes (DAPC - Discriminant analysis of principal 

components) a qual não assume a necessidade de modelos populacionais e visa maximizar 

a diferenciação entre os grupos com base na variação genética (JOMBART; 

DEVILLARD; BALLOUX, 2010). A análise foi conduzida no pacote Adegenet 

(JOMBART, 2008) implementada no software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 

2011) e o K mais provável foi definido pelo menor valor de BIC (Bayesian Information 

Criterion) usando a função find.clusters. Em seguida, selecionamos o número de funções 

discriminantes (dapc(mydata, grp$grp, n.pca= ) e selecionamos o melhor número de 

componentes pela função optim.a.score. 

Após a detecção de possíveis clusters, foram calculados os valores do índice de 

fixação de Wright (FST) (WRIGHT, 1949) no FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 2001) e o valor 

do Dest proposto por Jost (2008) através do pacote DEMEtics (JUETERBOCK et al., 2012) 

implementado no software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011) para verificar se 

eles corroboram com uma possível estruturação. O uso do Dest se deve ao seu menor viés 

para marcadores altamente polimórficos como os microssatélites (JOST, 2008). Os 

cálculos de FST e Dest foram feitos para todas as combinações par-a-par entre todos os 

clusters identificados. Também verificamos a presença de alelos exclusivos em cada 

cluster no software GenAlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).  

Por fim, verificamos o número de migrantes por geração (Nm) utilizando o 

método de alelos privados (SLATKIN, 1985) no software Genepop 4.6 (ROUSSET, 2008). 

Também foram verificados migrantes de primeira geração no software Geneclass (PIRY et 

al., 2004) utilizando o método baseado nas frequências (PAETKAU et al., 1995). 
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Diversidade Genética 

Após verificar o número de possíveis clusters genéticos, verificamos a 

presença de alelos nulos e allelic-dropout no software Micro-Checker v.2.2.3 (VAN 

OOSTERHOUT et al., 2004). Em seguida, verificamos desequilíbrio de Hardy–

Weinberg (HWE) e desequilíbrio de ligação (LD) utilizando o Software Genepop 

v.4.0.10 (ROUSSET, 2008). Os valores de p foram corrigidos utilizando a correção de 

Bonferroni (RICE, 1989). No software CERVUS (KALINOWSKI; TAPER; 

MARSHALL, 2007) verificamos o quão informativo foram os loci utilizados pelo 

cálculo do conteúdo de informação polimórfica (PIC) (BOTSTEIN et al., 1980). 

Calculamos os valores de heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada 

(Ho), número de alelos (A), alelos privados (Pa) e alelos efetivos (Ne), que consideram 

os alelos mais frequentes no software GenAlEx v.6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). 

Déficits ou excesso de heterozigotos foram avaliados pelo cálculo do coeficiente de 

endogamia (Fis) no software FSTAT v.2.9.3.2 (GOUDET, 2001). Também calculamos 

os valores de riqueza alélica (RA), que consiste no número de alelos corrigido pelo 

tamanho amostral através da rarefação (KALINOWSKI, 2005).  

 

5.3. Resultados e Discussão 

5.3.1. Amostras individualizadas e indivíduos analisados 

Após individualização molecular das amostras fecais, chegamos em um total 

de 97 indivíduos de P. concolor, sendo 18 obtidos a partir da individualização das amostras 

fecais nas unidades de conservação (EEC, FRC e FNCB) (Capítulo I), 13 indivíduos 

capturados na região do triângulo mineiro, três indivíduos capturados no projeto Pró-

carnívoros/AES-Tietê e 63 obtidos a partir dos atropelamentos (Tabela II.1, Figura II.1). 
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Tabela II.1. Origem dos indivíduos analisados de P. concolor. 

Origem das Indivíduos 

analisados 
Número de Indivíduos 

Atropelamentos 63 

Amostras fecais  

EEC 5 

FNCB 7 

FRC 6 

Capturas  

Triângulo-Mineiro (PCMC) 13 

Promissão (Pró-

carnívoros/AES-Tietê) 
3 

 97 

 

5.3.2. Estruturação Populacional 

A análise de correlação entre a distância genética e geográfica entre os 

indivíduos par-a-par indicou uma baixa correlação entre o as variáveis (r2=0,053,  p>0,05 

Figura II.3), dessa forma, ficaria descartada uma estruturação populacional devido a 

isolamento por distância, o que também não faria sentido biológico na escala geográfica do 

estudo, uma vez que a onça-parda apresenta uma grande capacidade de dispersão 

(ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; LOGAN; SWEANOR, 2001). 

 
Figura II.3. Análise de correlação entre a distância genética e a distância geográfica 

(Teste de Mantel), indicando baixa correlação entre os valores (r2=0,053, p>0,05).  

 

 



80 

 

 

 

A análise bayesiana de agrupamento resultou em valores de K=2 e K=3, de 

acordo com o critério de seleção adotado para identificar o K mais provável. De acordo 

com o método de K proposto por Evanno e colaboradores (2005) o número de cluster 

mais provável seria K=2 (Figura II.4 A,C), no qual um grupo seria formado pelos 

indivíduos atropelados na região norte do estado de São Paulo juntamente com indivíduos 

capturados no triângulo mineiro e o segundo grupo formado pelos indivíduos atropelados 

na região sul do estado de São Paulo, abaixo do Rio Tietê, juntamente com os indivíduos 

coletados nas três unidades de conservação e os três indivíduos da colaboração com Pró-

carnívoros/AES-Tietê. No entanto, de acordo com o método de Pritchard et al. (2000), no 

qual o melhor de K é aquele que maximiza o valor de LnP (K) e que ao mesmo tempo 

possua a menor variância, o K mais provável seria K=3 (Figura II.4 B, D).  
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Figura II.4. Análise bayesiana conduzida no software Structure. Os gráficos indicam a presença de K=2 (A) 

de acordo com o método de Evanno e colaboradores (2005) (C) e K=3 (B) de acordo com o método de 

Pritchard et al. (2000) (D). 

 

É possível identificar a presença de três nuvens na análise de FCA, indicando a 

presença de três clusters (Figura II.5). Os eixos do gráfico demostram que dois 

componentes explicam 99% da variação dos dados (65% componente 1 e 34% componente 

2), mostrando que os loci foram altamente informativos para representar a variação entre 

os indivíduos. Cada nuvem, é representada pelos indivíduos do triângulo-mineiro (grupo 

branco), indivíduos atropelados localizados ao norte do estado de São Paulo (grupo 

amarelo) e os indivíduos da coleta através das amostras não invasivas juntamente com os 

indivíduos atropelados ao sul do estado de São Paulo e os três indivíduos capturados com o 

projeto Pró-carnívoros/AES-Tietê (grupo azul) (Figura II.5).  
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Figura II.5. A análise de componentes fatoriais (FCA - Factorial Component Analisys), indicando a 

presença de três clusters: grupo-1, branco: indivíduos do triangulo-mineiro; grupo-2, amarelo: indivíduos 

atropelados localizados ao norte do estado de São Paulo; grupo-3, azul: indivíduos da coleta não invasiva 

juntamente com os indivíduos atropelados ao sul do estado de São Paulo. 

 

A terceira análise de componentes principais discriminantes demonstram o 

mesmo padrão encontrado anteriormente, sugerindo a existência de três clusters (Figura 

II.6) que são representados pelos mesmos grupos discutidos acima. 

 

Figura II.6. (A) Análise de componentes principais discriminantes-DAPC, indicando a presença de três 

clusters: grupo-1: indivíduos do triangulo-mineiro; grupo-2: indivíduos da coleta não invasiva juntamente 

com os indivíduos atropelados ao sul do estado de São Paulo e os três indivíduos capturados com o projeto 

Pró-carnívoros/AES-Tietê; grupo-3: indivíduos atropelados localizados ao norte do estado de São Paulo. (B) 

Valores de BIC (Bayesian Information Criterion) para cada número de clusters, indicando 

que o número mais provável de clusters é 3. 
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Por fim, a análise bayesiana com modelo espacial conduzida no pacote 

Geneland (GUILLOT; MORTIER; ESTOUP, 2005) demostra novamente a presença de 

três clusters (Figura II.7), mostrando a formação dos mesmos grupos anteriormente. 

 

 

Figura II.7. Clusters identificados pela análise bayesiana com modelo espacial. O número de K mais 

provável indicado pela análise é K=3, como indicado pelo número mais provável de K ao longo das cadeias 

(A), assim como pela distribuição dos indivíduos alocados em três diferentes clusters (B). O cluster 1 (verde) 

é formado pelos indivíduos da coleta não invasiva juntamente com os indivíduos atropelados ao sul do estado 

de São Paulo e os indivíduos capturados pelo projeto Pró-carnívoros/AES-Tietê; o cluster 2 (rosa) é formado 

pelos indivíduos atropelados localizados ao norte do estado de São Paulo e o cluster 3 (cinza) é formado 

pelos indivíduos capturados no do triângulo-mineiro (C). Os pontos pretos representam a localidades dos 

indivíduos. Valores mais alto de probabilidade de pertencer ao cluster são representados pelas cores amarela 

e branca. 
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Com exceção da análise conduzida no software Structure que indicou a 

presença de dois ou três clusters de acordo com o critério de seleção adotado, todas as 

demais análises apontam a formação de três grupos, indicação a ocorrência de estruturação.  

Assim, os valores dos índices de fixação Fst (WRIGHT, 1949) e Dest (JOST, 

2008) foram usados para fazer a comparações par-a-par dos três grupos encontrados nos 

resultados anteriores, uma vez que todos os valores entre a comparações foram 

significativos (Tabela II.2, Tabela II.3). Os valores encontrados para Fst e Dest foram 

semelhantes ou até mesmo maiores aos resultados de outros trabalhos que também 

detectaram estruturação populacional para espécies de felinos (ERNEST et al., 2014; 

JANECKA et al., 2017; JANEČKA et al., 2008; MCRAE et al., 2005).  

 

Tabela II.2. Valores de Fst par-a-par para os três clusters detectados. 

Fst 

 Pop2 Pop3 

Pop1 0,10413* 0,03587* 

Pop2 - 0,12321* 

*Valores significativos (p<0,05) 

 

 

Tabela II.3. Valores de Dest par-a-par para os três clusters detectados. 

Dest 

 Pop2 Pop3 

Pop1 0,39** 0,17** 

Pop2 - 0.47** 

*Valores significativos (p<0,01) 

 

 

Após a identificação dos clusters, verificamos a presença de alelos privados em 

todos os clusters, sendo que o cluster 2 é o que apresenta um maior número de alelos 

privados (Tabela II.4). Assim como em outros trabalhos que detectaram estruturação 

populacional em espécies de carnívoros (DUTTA et al., 2013; MCMANUS et al., 2015; 

SRBEK-ARAUJO et al., 2018), a presença de alelos privados pode ser mais um indicativo 

da redução do fluxo gênico entre as populações. 
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Dessa forma, todas as análises conduzidas indicam a existência de estruturação 

populacional, formando três clusters representados na Figura II.8 para melhor 

visualização dos mesmos. Nos trabalhos anteriores conduzidos no Brasil que tiveram como 

objetivo avaliar estruturação populacional para P. concolor (CASTILHO et al., 2012; 

MIOTTO et al., 2011), os autores não detectaram estruturação populacional genética. No 

trabalho de Castilho e colaboradores (2012) desenvolvido predominantemente na região 

sul do estado de Santa Catarina, os autores sugerem que a matriz estudada ainda seria 

permeável para a espécie. Já Miotto e colaboradores (2011) realizou o estudo em uma 

escala geográfica bem mais restrita entre três unidades de conservação no interior do 

estado de São Paulo, o que explicaria a ausência de estruturação devido a capacidade de 

dispersão da espécie, além da falta de uma barreira evidente entre as áreas estudadas. No 

estudo mais recente de Saranholi e colaboradores (2017), a estruturação populacional foi 

detectada pela primeira vez para a espécie na América do Sul possivelmente devido a 

presença de barreiras antrópicas (a perda e fragmentação do habitat, rodovias e 

alargamento do rio Tietê devido a construção de lagos artificiais). Neste trabalho 

conduzido em escala mais ampla, a estruturação detectada por Saranholi e colaborares 

(2017) continua sendo detectada e corresponde à estruturação entre o norte e sul do estado 

de São Paulo (Figura II.7, clusters 1 e 2).  

A partir dos resultados obtidos aqui, essa estruturação se torna ainda mais 

evidente, reforçando a hipótese de Saranholi e colaboradores (2017) de que as mudanças 

na paisagem associada à grandes atividades antrópicas como rodovias e o represamento do 

rio Tietê (promovendo a formação de um grande lago), já podem estar atuando como 

barreiras para a dispersão dos indivíduos e resultando em estruturação populacional. A 

análise bayesiana com modelo espacial, que é mais sensível em detectar até mesmo 

estruturações mais sutis, consegue mostrar bem os limites entre os clusters 1 e 2, o qual 

corresponde justamente a presença de uma série de lagos artificiais surgidos pelo 

represamento do Tietê (Figura II.7), como sugerido por Saranholi e colaboradores (2017). 

É importante destacar que tal estruturação não se deve a um processo histórico, já que 
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trabalhos anteriores mostram que a região estudada corresponde a uma única linhagem 

genética com haplótipos compartilhados entre ambos os lados do rio (CULVER et al., 

2000; MATTE et al., 2013). Assim, apesar da espécie ter hábitos generalistas e grande 

capacidade de dispersão (ANDERSON; LINDZEY; MCDONALD, 2004; LOGAN; 

SWEANOR, 2001), atividades antrópicas podem atuar como barreiras (ERNEST et al., 

2014). Além disso, como propomos, grandes corpos de água já foram descritos como 

potenciais barreiras para a espécie (DICKSON et al., 2013; WALLER; WHEELER, 

2012WEBER; RABINOWITZ, 2009) e a atividade antrópica promovendo o aumento 

dessas barreiras pode representar uma limitação de dispersão ainda maior para a espécie, 

principalmente se somada a outras modificações na paisagem. Alguns trabalhos têm 

demostrando que mesmo elementos recentes inseridos no habitat já podem ser detectados 

pelas análises genéticas como barreiras para o deslocamento de indivíduos, resultando em 

estruturação populacional (MCMANUS et al. 2015, YU et al. 2017). 

Quanto a presença do terceiro cluster formado pelos indivíduos do triângulo-

mineiro, também acreditamos que a intensa perda de habitat da Mata-atlântica e do 

Cerrado (KLINK; MACHADO, 2005; RIBEIRO et al., 2009) que recobrem essa área 

podem estar limitando a dispersão da espécie, juntamente como o surgimento de grandes 

cidades, rodovias e represamento do Rio Grande (Tabela II.8). Assim, fica evidente de que 

mesmo uma espécie de comportamento plástico como a onça-parda pode sofrer as 

consequências da alteração do seu habitat, resultando em limitação da sua movimentação e 

do fluxo entre as suas populações.  
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Figura II.8. Definição dos três clusters detectados após as análises de estruturação populacional. 

 

Apesar da estruturação detectada, ainda foram registrados migrantes entre os 

clusters. A taxa média de migrantes por geração foi Nm=3,14. A existência de migrantes 

mesmo após a detecção dos grupos genéticos continua fazendo sentido, já que não seria 

esperado a ausência total de migrantes para uma espécie com grande dispersão como a 

onça-parda, além disso, essa taxa também reflete um fluxo gênico histórico entre as áreas. 

O valor de Nm aqui encontrado é menor quando comparado a outros trabalhos que também 

detectaram estruturação populacional em outras espécies de carnívoros que também 

possuem hábitos generalistas (DUTTA et al., 2013a; MCMANUS et al., 2015). 

Historicamente, tem sido considerado que apenas um migrante por geração seria suficiente 

para garantir subdivisão populacional (VUCETICH; WAITE, 2000). No entanto, outros 

trabalhos destacam que pode ser necessário taxas maiores com 10 ou mais indivíduos para 

evitar a subdivisão populacional em populações naturais em longo prazo (MILLS; 

ALLENDORF, 1996; WANG, 2004), principalmente para espécie com baixos tamanhos 

populacionais, como grandes predadores, e que estão cada vez mais sujeitos a diferentes 

ameaças, reduzindo as chances de reprodução. 
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A análise de detecção de migrantes de primeira geração reforça a baixa taxa de 

migração, sendo que foram detectados apenas seis indivíduos migrantes entre os três 

clusters, o que representa apenas 6% dos indivíduos analisados. Entre esses indivíduos, 

dois do cluster 2 têm maiores probabilidades de pertencer ao cluster 1; três do cluster 1 

têm maiores chances de pertencer ao cluster 2; e um indivíduo do cluster 3 tem maior 

probabilidade de pertencer ao cluster 2. Nota-se, portanto, que não foram detectados 

migrantes entre os dois grupos geograficamente mais distantes (clusters 1 e 3), indicando 

uma limitação de fluxo maior entre esses dois grupos genéticos. É interessante destacar que 

dentre os seis indivíduos detectados como migrantes cinco deles são machos e entre eles 

quatro foram amostrados através do atropelamento (indivíduos jovens), assim como a 

única fêmea, o que sugere serem indivíduos em fase de dispersão para estabelecimento de 

território. 

 

5.3.3. Diversidade Genética 

Após a detecção dos clusters, verificamos os parâmetros de diversidade 

genética para cada grupo. Não foram detectados alelos nulos e nem desequilíbrio de Hardy 

Weinberg após a correção de Bonferroni (p=0,0055) (Tabela II.4). Também não foi 

detectado desequilíbrio de ligação entre os loci. Os valores de PIC médio para os três 

clusters detectados mostram que o conjunto de loci utilizado foi altamente informativo, 

uma vez que valores médios de PIC maiores que 0,5 são considerados altamente 

informativos de acordo com Botstein e colaboradores (1980) (Tabela II.4).  

Os valores médios de Ho e He observados para cada grupo foram muito 

semelhantes, variando de 0,72 a 0,76 para Ho e de 0,74 a 0,82 para He. Tais valores 

encontrados são próximos aos valores dos trabalhos realizados para a espécie na América 

do Sul (CASTILHO et al., 2012; MIOTTO et al., 2011; SARANHOLI; CHÁVEZ-

CONGRAINS; GALETTI, 2017). O número de alelos médio variou de 8,4 a 11,8, sendo 

relativamente um pouco maiores que os trabalhos realizados anteriormente (CASTILHO et 

al., 2012; MIOTTO et al., 2011; SARANHOLI; CHÁVEZ-CONGRAINS; GALETTI, 
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2017), no entanto, o número de alelos é dependente do tamanho amostral, portanto não são 

um parâmetro adequado para estudos com esforços amostrais diferentes. Dessa forma, a 

riqueza alélica é mais adequada para comparações, já que permite comparar resultados 

obtidos a partir de esforços amostrais diferentes através da rarefação. Assim, quando 

observamos a riqueza alélica entre os grupos detectados, notamos um valor maior para o 

cluster dois, o que se deve provavelmente à maior distribuição geográfica dos indivíduos 

coletados. Quando os valores obtidos são comparados com os valores de riqueza alélica do 

estudo de Castilho e colaboradores (2012) nota-se uma redução na riqueza alélica, já que 

os nossos valores de riqueza alélica variam de 2,68 (cluster 1) a 3,16 (cluster 3), enquanto 

que no trabalho de Castilho e colaboradores (2012) o valor foi de 5,62, podendo indicar 

uma redução de diversidade genética, já que para os demais parâmetros de diversidade, 

como a Ho, a detecção de perda de diversidade genética pode levar mais gerações. 

Além do esforço amostral para cada área, as diferenças observadas entre os 

nossos valores de riqueza alélica e número de alelos pode ser explicada pelo número de 

alelos efetivos que encontramos, sendo esses bem menores que o número de alelos. Ou 

seja, muitos dos alelos encontrados em cada cluster são pouco frequentes e, dessa forma o 

número de alelos efetivos (Ae) é menor que o número de alelos (Na). Também se nota a 

presença de alelos privados em cada cluster, sendo esses menos frequentes, portanto, eles 

contribuem para aumentar o número de alelos (Na). 

Apesar da estruturação encontrada, a comparação dos valores de He, Ho, Na 

entre os trabalhos realizados com a espécie no Brasil (CASTILHO et al., 2012; MIOTTO 

et al., 2011) mostram que esses valores de diversidade são semelhantes, indicando que 

neste estudo não foi detectado perda de diversidade genética levando-se em conta esses 

parâmetros, o que provavelmente se deve às mudanças recentes na paisagem. Quanto aos 

valores de endogamia, todos os valores de Fis foram positivos, indicando déficit de 

heterozigotos e tendência a endogamia, no entanto, após a correção de Bonferroni e com o 

novo valor de p (p=0,00189), nenhum dos valores foi significativo para os déficits de 

heterozigoto (Tabela II.4). 
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Tabela II.4. Valores de diversidade genética para cada cluster. 
     Loci        

  208A 216A 339A 003A 010A 210A 126A 108A 077A Média Total 

C
lu

st
er

 1
 (

A
zu

l)
  

 (
S

u
l 

es
ta

d
o

 S
P

) 

N 26 29 29 20 30 30 9 30 28 - - 

Na 7 8 8 11 10 11 2 10 11 8,667 78 

Ra 2,933 2,819 2,832 2,739 3,341 2,553 1 2,786 3,143 2,683 - 

Ae 4,537 4,014 3,986 3,252 7,43 2,85 1,976 3,734 5,681 4,166 - 

Pa 0 1 0 2 0 1 0 4 3 - 11 

PIC 0,846 0,873 0,845 0,85 0,883 0,897 0,794 0,732 0,758 0,83 - 

HW

E 
0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,043 0,04 0,04 0,037 - - 

Ho 0,78 0,751 0,749 0,693 0,866 0,652 0,494 0,732 0,824 0,727 - 

He 0,795 0,764 0,762 0,71 0,88 0,663 0,523 0,745 0,839 0,742 - 

Fis 0,229 0,281 -0,087 0,301 0,131 -0,056 0,59 -0,167 -0,109 - 0,109 

P(Fis) 0,032 0,004 0,265 0,009 0,056 0,396 0,126 0,044 0.137 - 0,004 

C
lu

st
er

 2
 (

V
er

m
el

h
o

) 

 (
N

o
rt

e 
E

st
a

d
o
 S

P
) 

N 52 51 51 50 53 54 45 45 49 - - 

Na 9 15 10 14 17 15 8 8 10 11,778 106 

Ra 3,186 3,308 3,186 3,221 3,37 3,43 2,953 2,724 2,845 3,136 - 

Ae 6,174 7,389 6,127 6,305 7,991 8,972 4,644 3,626 4,012 6,138 - 

Pa 1 8 2 3 6 4 1 1 1 - 27 

PIC 0,744 0,71 0,714 0,674 0,851 0,624 0,5 0,697 0,801 0,691 - 

HW

E 
0,35 0,035 0,126 0,007 0,054 0,004 0,368 0,06 0,088 - - 

Ho 0,865 0,882 0,882 0,52 0,868 0,87 0,711 0,644 0,612 0,762 - 

He 0,838 0,865 0,837 0,841 0,875 0,889 0,785 0,724 0,751 0,823 - 

Fis -0,023 -0,011 -0,045 0,391* 0,017 0,03 0,105 0,121 0,194 - 0,084 

P(Fis) 0,439 0,522 0,307 0,002 0,433 0,319 0,139 0,087 0,007 - 0,002 

C
lu

st
er

 3
 (

A
m

a
re

lo
) 

 (
M

in
a

s 
G

er
a

is
) 

N 12 13 13 12 12 12 12 12 10 - - 

Na 7 7 12 10 6 10 9 5 10 8,444  

Ra 2,503 3,237 3,484 3,305 3,11 3,522 3,317 2,658 3,379 3,168 - 

Ae 2,618 5,828 7,86 6 4,96 8,229 6,128 3,273 6,25 5,683 - 

Pa 1 0 3 1 0  2 0 2 - 9 

PIC 0,589 0,805 0,86 0,815 0,77 0,866 0,819 0,641 0,824 0,777 - 

HW

E 
0,332 0,92 0,426 0,31 0,038 0,015 0,201 0,341 0,079 - - 

Ho 0,583 0,846 0,769 0,75 0,583 0,667 0,833 0,667 0,8 0,722 - 

He 0,618 0,828 0,873 0,833 0,799 0,878 0,837 0,694 0,84 0,8 - 

Fis 0,099 0,019 0,158 0,143 0,309 0,282 0,048 0,083 0,1 - 0,141 

P(Fis) 
0,409

3 
0,5648 0,1148 0,2019 0,0259 0,013 0,4463 0,4593 0,2981 - 0,002 

N: Número de Indivíduos. Na: Número de alelos. Ra: Riqueza alélica. Ae: Alelos efetivos. Pa: Alelos privados. PCI: 

Conteúdo de informação polimórfica. HWE: valores de p para desvio de Hardy-Weinberg (valor de p para EHW após 

correção sequencial de Bonferroni =0,0055). Ho: Heterozigosidade Observada. He: Heterozigosidade esperada. Fis; 

Coeficiente de endogamia. P(Fis): valor de p para o coeficiente de endogamia (valor de p ajustado para Fis = 0,00189). T: 

total do Fis. 
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5.4. Conclusões  

Apesar da literatura considerar a espécie P. concolor como uma espécie 

generalista, alguns trabalhos já detectaram o efeito das mudanças da paisagem no 

deslocamento dos indivíduos dessa espécie, resultando em estruturação populacional. No 

Brasil, essa questão ainda não era muito bem avaliada para a espécie. Dessa forma, este 

trabalho contribui com uma informação importante não somente para P. concolor, mas 

também levanta preocupações para outras espécies, já que espécies menos generalistas 

podem estar sendo afetadas de maneira ainda mais severa. Vale ressaltar que ainda é 

extremamente necessário avaliar como cada elemento da paisagem atua como potencial 

barreira para essas espécies através de uma abordagem de genética da paisagem e dados 

ecológicos. 

 Entre todas as áreas estudadas, foram detectados três grupos genéticos 

diferentes. A estruturação devido ao isolamento por distância foi descartada, uma vez que 

não houve uma forte correlação entre distância genética e distância geográfica. Além disso, 

a escala geográfica do estudo não representaria uma grande distância para uma espécie 

com grande capacidade de dispersão como a onça-parda. Assim, os clusters encontrados se 

devem às alterações nas paisagens promovidas pelas atividades antrópicas, como já foi 

constato para a espécie na América do Norte. Apesar da estruturação populacional, não 

foram detectados sinais de perda de diversidade genética para as populações estudadas, 

provavelmente devido ao cenário recente da alteração da paisagem. No entanto, em longo 

prazo, a redução do fluxo gênico entre as áreas pode representar uma ameaça para a sua 

diversidade genética, assim como para a viabilidade de suas populações. 

Compreender melhor como a espécie utiliza e se desloca em meio a esse 

ambiente alterado ainda é uma pergunta extremamente importante para compreender como 

cada estrutura da paisagem atua na limitação do deslocamento da espécie. Porém, os 

resultados obtidos já dão um sinal de que medidas de conservação devem ser tomadas a 

fim de garantir a movimentação dos indivíduos, garantindo a saúde dos aspectos 

demográficos e genéticos de suas populações.  
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Capítulo III 

  
______________________________________________________ 

 

 

O Atropelamento como ameaça para a espécies Puma concolor: 

viés no atropelamento entre os sexos e o impacto para a genética 

e viabilidade de uma população 
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6. Capítulo III: O Atropelamento como ameaça para a espécies Puma concolor: viés 

no atropelamento entre os sexos e o impacto para a genética e viabilidade de uma 

população 

 

6.1. Introdução 

Atualmente as espécies têm enfrentado uma série de ameaças decorrentes das 

ações antrópicas (HADDAD et al., 2015; RIPPLE et al., 2014). A perda e fragmentação do 

habitat pode ser considerada a principal delas para a maioria das espécies terrestres 

(HADDAD et al., 2015; RIPPLE et al., 2014), principalmente pela limitação da dispersão 

dos indivíduos, com consequências genéticas para as poplacionais (HADDAD et al., 2015; 

RIPPLE et al., 2014; DIRZO et al., 2014). Além das coonsequências diretas, tais 

modificações também expõem os animais às novas ameaças, uma vez que os indivíduos 

das populações remanecestes precisam buscar novas áreas para estabelecer o seu terrótório 

e, assim, ficando sujeitos a novas ameaças, por exemplo, os atropelamentos. Para espécies 

que necessitam de grandes áreas de vida e possuem hábitos territorialistas como os 

carnívoros, essa situação já é considerada alarmante e preocupante (CEIA‐HASSE et al., 

2017). Os carnívoros costumam deslocar-se por longas distâncias para estabelecerem seus 

territórios, portanto ficam mais sujeitos aos atropelamentos. Dessa forma, as rodovias 

representam uma ameaça ao promoverem a redução populacional (CEIA‐HASSE et al., 

2017), além de atuarem como barreira, impedindo a dispersão dos indivíduos e o fluxo 

gênico entre as populações, reduzindo a viabilidade das mesmas (VAN DER REE, 2004). 

O Brasil apresenta uma extensa malha viária e assim, o atropelamento de fauna 

também tem sido uma das grandes ameaças para muitas espécies (GRILO et al., 2018 in 

press). Dentre as espécies de carnívoros com alta taxa de atropelamentos encontra-se a 

onça-parda (Puma concolor), um predador de topo-de-cadeia que possui a necessidade de 

grandes áreas de vida para estabelecer o seu território (HORNOCKER; NEGRI, 2010; 

LOGAN; SWEANOR, 2001). Na região sudeste do Brasil, umas das mais desenvolvidas 

do país, a espécie tem sido cada vez mais afetada pelos atropelamentos. Miotto e 
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colaboradores (2012) ao monitorarem uma população de onças-pardas no estado de São 

Paulo registraram a perda de 11 indivíduos por atropelamentos em sua população 

previamente estudada. Além disso, se considerarmos que grande parte dos indivíduos 

mortos podem estar realizando dispersão, isso teria consequências na genética da 

população local, uma vez que a dispersão é importante para garantir o fluxo gênico entre 

populações (RILEY et al., 2006) 

Apesar da espécie ser considerada de hábitos generalistas, podendo se adaptar a 

diversos ambientes (HORNOCKER; NEGRI, 2010; LOGAN; SWEANOR, 2001), a 

grande taxa de perda de indivíduos em uma população local pode representar uma ameça 

em longo prazo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivos verificar se existe um viés 

entre os sexos dos indivíduos de P. concolor mortos por atropelamento; verificar se cada 

sexo contribui de forma diferencial para a genética da população local e inferir sobre a 

redução da viabilidade da população devido à perda de indivíduos por atropelamento. 

Como os indivíduos machos de P. concolor evitam sobreposição de território 

(HORNOCKER; NEGRI, 2010; LOGAN; SWEANOR, 2001), temos como hipótese 

encontrar um viés entre os sexos dos indivíduos atropelados de onça-parda, sendo os 

machos mais afetados pelos atropelamentos. Além disso, como os machos da espécie P. 

concolor costumam dispersar por maiores distâncias que as fêmeas, esperarmos que a 

contribuição genética dos machos para a população local será diferente em relação à das 

fêmeas.  

 

6.2. Material e Métodos 

6.2.1. Área de estudo e Obtenção das amostras 

As coletas das amostras dos indivíduos atropelados foram conduzidas no 

sudeste do Brasil, na região central do estado de São Paulo (Figura III.1), caracterizada por 

seu grande desenvolvimento econômico, atividade antrópica e com a maior malha viária do 

país. As amostras de tecido dos indivíduos atropelados (Figura III.2) foram coletadas no 

período de 2012 a 2017 e foram obtidas diretamente por nós nos pontos de atropelamento 
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após recebermos os comunicados de algumas concessionárias de rodovias ou parceiros. 

Outras amostras foram cedidas por colaboradores (Hospitais veterinários ou Zoológicos) 

que recebiam esses animais para tratamento e, então nos sediam uma amostra dos 

indivíduos juntamente com as informações do local do atropelamento.  

 
Figura III.1. Área de estudo e pontos de atropelamento. 

 

 
Figura III.2. Indivíduo fêmea jovem encontrada atropelada na rodovia Washington Luiz próximo a 

São Carlos-SP 
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6.2.2. Armazenamento e extração do DNA 

As amostras de tecido (músculo) foram armazenadas em micrutubo de 2,0 mL 

contendo etanol 70% e as amostras de sangue foram armazenadas em tubos Vacutainer® 

contendo como anticoagulante EDTA. As amostras de tecido e sangue foram mantidas em 

freezer a -20ºC até a extração do DNA que foi realizada através do protocolo de fenol-

clorofórmio-álcool isoamílico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). 

 

6.2.3. Sexagem molecular e viés do sexo mais atropelado 

Após a extração do DNA, realizamos a sexagem molecular de todas as 

amostras uma vez que nem sempre tínhamos certeza do sexo das amostras dos indivíduos 

coletados. Para isso, utilizamos o par de primers descritos por Pilgrim e colaboradores 

(2005) que amplificam uma região do gene da Amelogenina presente nos cromossomos 

sexuais. No caso das fêmeas, são amplificados dois fragmentos de 214 pb correspondentes 

aos dois cromossomos X. Já nos machos, ocorre a amplificação de um fragmento de 214 

pb (cromossomo X) e outro de 194 pb, resultante de uma deleção de 20 pb no cromossomo 

Y. Após as PCRs, seus produtos serão visualizados por eletroforese em gel de agarose 2% 

por 120 minutos (100 volts). Foram utilizados controles positivos e negativos para todas as 

PCRs e três réplicas para evitar a detecção de falsas fêmeas devido a não amplificação de 

uma região. O protocolo para amplificação do DNA nas PCRs seguiu as recomendações de 

Pilgrim e colaboradores (2005) e foi realizado em termociclador Veriti 96 Well Thermal 

Cycler (Applied Biosystems). 

Após a confirmação molecular do sexo dos indivíduos, realizamos um teste 

Qui-quadrado para verificar se o viés entre machos e fêmeas seria significativo. Utilizamos 

como proporções esperadas de atropelamentos as mesmas quantidades de machos e 

fêmeas, ou seja, 50% para cada sexo uma vez que se espera a mesma proporção de ambos 

os sexos nos nascimentos da espécie (HORNOCKER; NEGRI, 2010; LOGAN; 

SWEANOR, 2001). 
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6.2.4. Contribuição genética diferencial para cada sexo 

Para verificar a se cada sexo poderia contribuir de forma diferente na genética 

da população local realizamos a amplificação de nove loci de microssatélites para todas as 

amostras (A208, A216, A339A, B003, B010, B210, FCA126A, C108A e FCA077A) 

(KURUSHIMA et al., 2006; MENOTTI-RAYMOND et al., 1999) (Capítulo I). 

Para reduzir os custos de genotipagem, foi seguida a metodologia proposta por 

Schuelke (2000). Nessa metodologia, em todos os primers forward foi acrescentada uma 

cauda universal de 18 pares de bases (cauda M13) a qual se liga a um primer contento a 

fluorescência para a genotipagem. O protocolo de PCR para volume final de 10 µL seguiu 

as seguintes concentrações: 1X do buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 

0,2 µM de dNTPs, 3 mM de MgCl2 (50 mM, Invitrogen); 0,2 pmol do primer forward e do 

primer marcado com fluorescência; 0,8 pmol do primer reverse; 1 unidade de Taq 

Polymerase Platinum (Invitrogen); 0,25 mg/mL de BSA (Bovine Serum Albumin), 50ng de 

DNA e água ultrapura até completar o volume final. As amplificações foram conduzidas 

em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) com o seguinte 

ciclo: desnaturação inicial a 94°C durante 5 minuto; 30 ciclos de amplificação a 94°C por 1 

minuto, 55 a 58°C (variação na temperatura para garantir a amplificação do DNA 

dependendo da qualidade da amostra) por 45 segundos, 74°C por 1 minuto; seguidos de 8 

ciclos para incorporação da fluorescência à cauda M13 com 94°C durante 30 segundos, 

53°C por 45 segundos e 72°C a 45°C; e uma extensão final de 15 minutos a 72°C. Os 

produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% e enviados para genotipagem 

em sequenciador automático ABI 3130 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas dos 

genótipos foram analisados no software Geneious v7 (KEARSE et al., 2012). 

Após a obtenção dos genótipos, calculamos alguns parâmetros de diversidade 

genética a fim de verificarmos se eles seriam diferentes para cada sexo. Utilizamos como 

parâmetros de diversidade genética: heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade 

observada (Ho), número de alelos (Na), alelos efetivos (Ne) e alelos privados (Pa) 

calculados no software GenAlEx v.6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012). Também 
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calculamos os valores de riqueza alélica (RA), que consiste no número de alelos 

corrigido pelo tamanho amostral através da rarefação (KALINOWSKI, 2005).  

 

6.2.5. Tamanho populacional efetivo e análise de viabilidade populacional 

A partir dos genótipos obtidos, calculamos o tamanho efetivo populacional 

(Ne). O Ne representa, diferentemente do tamanho de censo (N), o número de 

indivíduos que contribuem geneticamente na população, ou seja, é o número de 

indivíduos que deixam descendentes na próxima geração. O cálculo foi feito no software 

NeEstimator v.2 (DO et al., 2014) utilizando o método de desequilíbrio de ligação e 

sistema de acasalamento poligâmico. 

Em seguida, foram verificadas as probabilidades de permanência da 

população ao longo do tempo através da análise de viabilidade populacional (PVA - 

probability viability analysis) no software VORTEX (LACY, 2000). A PVA constrói a 

história de uma população a partir de um número inicial de indivíduos considerando os 

aspectos biológicos da espécie (tempos de sobrevivência, idade reprodutiva, taxas de 

mortalidade para cada sexo entre outros) e podendo prever as consequências da perda de 

indivíduos devido a diferentes causas (LACY, 2000). Utilizamos como parâmetros de 

tamanho populacional inicial teórico 150 indivíduos (default do software) e também o 

valor de Ne obtido a partir dos dados genéticos. Os demais parâmetros para a espécie 

foram obtidos a partir da literatura (DE AZEVEDO et al., 2013; HORNOCKER; 

NEGRI, 2010; LOGAN; SWEANOR, 2001) (Tabela III.1). Foram avaliados três 

cenários: 1) utilizando parâmetros somente com os dados biológicos da espécie 

(baseline); 2) com perda dos indivíduos por atropelamento (8,8 indivíduos por ano, 

sendo na proporção de 5,8 machos para 2,9 fêmeas) utilizando as taxas médias anuais de 

indivíduos atropelados no nosso período de amostragem; 3) considerando os dados de 

atropelamento e também os machos como o sexo responsável pela dispersão. 
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Tabela III.1. Parâmetros para a análise de viabilidade populacional (PVA). 

Parâmetros 

Cenário 1 Cenário 2 Cenário 3 

Dados-Base (Baseline) Atropelamento 
Atropelamento + dispersão 

preferencial (Machos) 

Número de populações 1 1 1 

Tamanho da população inicial 150/70(Ne) 150/70(Ne) 150/70(Ne) 

Capacidade suporte 150/70 150/70 150/70 

Depressão por endogamia 6 letais equivalente 6 letais equivalente 6 letais equivalente 

Sistema de acasalamento Poligâmico Poligâmico Poligâmico 

Idade primeira reprodução M/F 3/3 3/3 3/3 

Idade máxima reprodução 12 12 12 

Porcent. fêmeas reproduzindo 50% 50% 50% 

Média do tamanho da prole 2 2 2 

Máximo tamanho prole 4 4 4 

Proporção macho/fêmea na 

prole 
50:50 50:50 50:50 

Porcent. machos reproduzindo 90 90 90 

Porcent. mortalidade 0-1 anos 

M/F 
40(5)/40(5) 40(5)/40(5) 40(5)/40(5) 

Porcent. mortalidade 1-2 anos 

M/F 
20(4)/20(4) 20(4)/20(4) 20(4)/20(4) 

Porcent. mortalidade 2-3 anos 

M/F 
10(2)/25(5) 10(2)/25(5) 10(2)/25(5) 

Porcent. mortalidade 3-8 anos 

M/F 
10(2)/12(3) 10(2)/12(3) 10(2)/12(3) 

Porcent. mortalidade 9 anos ou 

mais M/F 
5% a cada ano 5% a cada ano 5% a cada ano 

Catástrofe Não Não Não 

Redução (Harvest) Não Sim (5,8M:2,9F por ano) Sim (5,8M:2,9F por ano) 

Dispersão preferencial Não Não Sim (Machos) 

M: Machos; F: Fêmeas; Ne: tamanho populacional efetivo 

 

6.3. Resultados e Discussão 

6.3.1. Viés sexual nos atropelamentos 

Durante o período amostrado, foram analisados 44 indivíduos oriundos de 

atropelamentos, sendo 29 machos e 15 fêmeas, indicando um maior viés para os 

atropelamentos em machos (66% machos, sendo uma proporção total de 

aproximadamente dois machos para cada fêmea). Assim, o teste de χ2 indica que a 

diferença é significativa (χ2=7,77, p<0,01), uma vez que se espera as mesmas proporções 

de nascimento para cada sexo. No entanto, o que se observa nas populações naturais são 
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diferentes taxas de sobrevivência, sendo os machos com menor taxa devido à competição 

com outros do mesmo sexo. Além disso, os machos evitam sobreposição de áreas de vida 

com outros machos (LOGAN; SWEANOR, 2001). Portanto, em populações naturais o 

esperado é uma menor proporção de machos em relação às fêmeas em determinada área. 

De modo mais conservador, a proporção geralmente encontrada é de um macho para cada 

duas fêmeas (1macho:2fêmeas) (LOGAN; SWEANOR, 2001). Logo, se considerarmos 

essas características nas populações naturais de onça-parda, o viés no atropelamento 

encontrado por nós fica ainda mais evidente (χ2=25, p<0,001), já que seria esperado um 

número ainda menor de machos atropelados considerando as proporções de cada sexo nas 

populações naturais. 

A explicação para o viés encontrado seria justamente devido ao 

comportamento mais territorialista dos machos e por evitarem sobreposição de áreas de 

vida, obrigando-as a realizarem grandes dispersões (HORNOCKER; NEGRI, 2010; 

LOGAN; SWEANOR, 2001) para estabelecer o seu território e assim, ficando mais 

susceptível aos atropelamentos.  

 

6.3.2. Valores de diversidade genética para cada sexo 

Os valores de diversidade genética de número de alelos, heterozigosidade 

esperada e observada e riqueza alélica (corrigida para o tamanho amostral) foram muito 

semelhantes entre os machos e as fêmeas. No entanto, dois parâmetros importantes 

foram diferentes: o número de alelos efetivos e o número de alelos privados. Esses dois 

estimadores foram maiores para os machos, sendo a diferença no número de alelos 

privados ainda mais evidente (Tabela III.2). Tais diferenças mostram que a perda dos 

machos na população também representa a perda de alelos diferentes (alelos privados) 

que teriam importante contribuição na diversidade. A presença de mais alelos privados 

nos machos se deve ao seu comportamento de dispersão por maiores distâncias que as 

fêmeas (LOGAN; SWEANOR, 2001). Como visto no Capítulo II, dentre os seis 
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indivíduos detectados como migrantes de primeira geração, cinco deles eram machos, 

mostrando que eles podem contribuir mais com o fluxo gênico entre populações.  

 

Tabela III.2 Valores de diversidade genética para cada sexo 

  Locus N Na Ae Ra Pa Ho He 

M
a

ch
o

s 

208A 25 9 6,098 7,168 2 0,880 0,836 

216A 28 12 7,000 7,175 5 0,786 0,857 

339A 26 9 6,794 6,986 3 1,000 0,853 

003A 28 13 5,426 7,036 5 0,750 0,816 

010A 29 12 7,787 7,960 3 0,793 0,872 

210A 27 10 7,477 7,800 2 0,852 0,866 

108A 24 7 4,174 5,500 0 0,542 0,760 

126A 20 7 4,348 5,615 2 0,750 0,770 

077A 23 9 3,177 5,888 3 0,696 0,685 

 

Média - 10 5,809 6,792 - 0,783 0,813 

 Total - - 52,28 - 25 - - 

         

F
êm

ea
s 

208A 15 7 4,839 6,175 0 0,800 0,793 

216A 15 10 7,143 7,534 3 0,933 0,860 

339A 15 7 5,233 6,444 1 0,867 0,809 

003A 13 10 5,633 7,793 2 0,462 0,822 

010A 14 11 8,000 9,571 2 0,714 0,875 

210A 12 10 7,784 8,632 2 0,917 0,872 

108A 13 7 4,072 6,310 0 0,769 0,754 

126A 10 6 3,390 5,000 1 0,800 0,705 

077A 13 7 2,209 5,831 1 0,538 0,547 

 Média - 8 5,367 7,032 - 0,756 0,782 

 Total - - 48,303 - 12 - - 
N: Número de Indivíduos. Na: Número de alelos. Ae: Número efetivo de alelos; Ra: Riqueza alélica. Pa: Alelos privados. 

Ho: Heterozigosidade Observada. He: Heterozigosidade esperada.  
 

Biek e colaboradores (2006) também detectaram uma contribuição diferencial 

dos machos na diversidade genética da população estudada. Dessa forma, os machos têm 

uma contribuição na manutenção da diversidade genética e na redução do aumento da 

endogamia (BIEK et al., 2006), devido ao seu comportamento de dispersarem por maiores 

distâncias (LOGAN; SWEANOR, 2001), sendo, portanto, importantes para garantir a 

viabilidade da população em longo prazo. 
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6.3.3. Tamanho populacional efetivo e Viabilidade populacional  

O tamanho populacional efetivo obtido a partir dos dados genéticos foi Ne=70 

(IC95% = 47,9 – 122,9), sendo, portanto, menor que o tamanho populacional inicial 

sugerido pelo default do software (150). A alteração do parâmetro do tamanho 

populacional inicial pode refletir diretamente na probabilidade de permanência da 

população ao longo do tempo (DESBIEZ et al., 2012), uma vez que populações iniciais 

maiores podem ter maiores chances de persistência ao longo do tempo. Dessa forma, a 

obtenção do Ne a partir dos dados genéticos pode representar uma importante contribuição 

para a análise de viabilidade populacional. 

A análise de viabilidade populacional mostra o impacto da perda de indivíduos 

por atropelamento em longo prazo. A retirada de indivíduos da população resulta na 

diminuição da probabilidade de permanência da mesma. Como a viabilidade é diretamente 

relacionada ao tamanho populacional inicial da população, nota-se que a sua permanência 

começa a reduzir mais rapidamente ao consideramos o tamanho populacional efetivo 

calculado a partir dos dados genéticos (Ne=70) (Figura III.3 A, B), o qual é menor que 

outros valores sugeridos (150). Além disso, se considerarmos que os machos são o sexo 

com maior taxa de dispersão na espécie, como foi observado a partir dos dados do Capítulo 

II e também demostrado pela análise de SAA, a probabilidade de permanência começa a 

reduzir mais antecipadamente para ambos os tamanhos populacionais iniciais e, 

diferentemente da situação inicial em que ambos os sexos dispersam na mesma proporção, 

após cerca de 60 anos a probabilidade fica em torno de apenas 0,1 (Figura III.3 C, D). 

Dessa forma, fica claro que mesmo para uma espécie considerada generalista, 

podendo ser bem-sucedida em diferentes ambientes, a perda de indivíduos devido as ações 

antrópicas, como os atropelamentos, podem afetar a viabilidade da mesma em longo prazo. 
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Figura III.3. Gráficos das probabilidades de permanência da população em diferentes cenários. A: tamanho 

populacional inicial 150 e sem sexo com dispersão preferencial; B: tamanho populacional inicial 70 e sem 

sexo com dispersão preferencial; C: tamanho populacional inicial 150 e com machos com dispersão 

preferencial; D: tamanho populacional inicial 70 e com machos com dispersão preferencial. 

 

6.4. Conclusões 

O impacto dos atropelamentos nas onças-pardas já pode ser considerado uma 

importante ameaça para a espécie devido aos registros cada vez mais constantes. A perda 

de indivíduos representa uma redução nos tamanhos populacionais, mas também podem ter 

consequências genéticas, principalmente devido à limitação do fluxo gênico. Devido à 

contribuição genética diferencial dos machos, o que se deve ao seu maior potencial de 

dispensação já relatado na literatura,  a maior taxa de atropelamentos de indivíduos desse 

sexo representa também uma perda na diversidade genética da população local, uma vez 

que, devido ao seu comportamento menos filopátrico que as fêmeas e por realizarem 

maiores dispersões, esses contribuem como novos alelos na população local e também 

evitam o aumento da endogamia. Vale lembrar, que a espécie está sujeita a outras ameaças 

que promovem a redução populacional, como a caça e o abate por retaliação, dessa forma, 

mitigar os atropelamentos é uma medida essencial não somente para reduzir a perda de 

indivíduos, mas também para garantir a dispersão e o fluxo gênico entre as áreas, 

garantindo a viabilidade das populações.  
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7. Considerações finais 

O atual cenário de mudança da paisagem promove diferentes impactos nas 

populações naturais. Dentre as principais mudanças, a perda e fragmentação do habitat 

representa a principal ameaça para as espécies, interferindo nos seus aspectos 

demográficos, ecológicos e genéticos. Porém, muitas espécies ainda são deficientes de 

informações básicas como dados demográficos (ocorrência, abundância e densidade), sem 

os quais não é possível conhecermos as reais consequências e como elas respondem às 

mudanças do seu habitat devido às atividades antrópicas. Da mesma forma, a obtenção de 

dados genéticos como diversidade genética, fluxo gênico e estruturação populacional são 

importantes para monitorar as populações. Essas informações são essenciais para auxiliar 

em medidas práticas de manejo e conservação. 

As espécies podem responder de formas diferentes a esse cenário, portanto, o 

desequilíbrio nas populações pode ter impactos mais profundos na dinâmica das 

comunidades e no ecossistema em longo prazo. Tais mudanças na paisagem também 

expõem as espécies a novas ameaças, por exemplo, aumento com conflitos com os 

humanos, aquisição de doenças devido à proximidade como animais domésticos, aumento 

dos atropelamentos, entre outras ameaças. Assim, as ameaças às populações naturais vão 

se somando à medida que seu habitat é removido ou alterado.  

A redução das populações juntamente com sua perda de diversidade genética 

as torna mais susceptíveis a eventos estocásticos, reduzindo a sua viabilidade em longo 

prazo. Dessa forma, a mudança drástica da paisagem tem afetado a dispersão de até mesmo 

espécies mais generalistas, como alguns grandes carnívoros, resultando em estruturação 

populacional como foi detectado neste trabalho. Logo, os resultados desse trabalho 

fornecem mais evidências de que mesmo pequenos fragmentos protegidos podem ser 

importantes para manter as espécies, no entanto, a viabilidade dessas populações depende 

da conexão com outras áreas para permitir os deslocamentos dos indivíduos. Além das 

mudanças demográficas e ecológicas, como as populações têm se tornado cada vez mais 
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reduzidas e isoladas, elas estão mais sujeitas à estruturação populacional e redução do 

fluxo gênico. 

A baixa detecção e ocorrência dos pequenos felinos em relação às outras 

espécies em áreas mais antropizadas é um sinal direto de que a alteração da paisagem pode 

ser particularmente mais negativa para elas. Além disso, os pequenos felinos são muito 

mais deficientes em dados ecológicos e genéticos, o que reforça a necessidade de mais 

estudos com essas espécies para podermos avaliar melhor a verdadeira situação de suas 

populações. Como vimos, a detecção de estruturação população para a onça-parda já é um 

reflexo da alteração da paisagem, o que torna extremamente necessária a avaliação desses 

parâmetros também para os pequenos felinos, uma vez que são ainda mais sensíveis à 

mudança da paisagem, mais exigentes quanto à qualidade do habitat e possuem menor 

potencial de deslocamento e dispersão, portanto, obter informações genéticas sobre as 

populações do pequenos felinos é fundamental para conhecermos a profundidade dos 

impactos nessas espécies. A análise de viabilidade populacional para a onça-parda mostra 

que os tamanhos populacionais são essenciais para garantir a viabilidade das mesmas, uma 

vez que populações menores apresentarem a redução de sua viabilidade mais rapidamente. 

Por isso, a obtenção de dados demográficos também é essencial para estimarmos e 

acompanharmos os riscos de extinções locais das espécies, principalmente para espécies 

com tamanhos populacionais pequenos como as espécies de felinos. 

Assim, garantir a saúde demográfica, ou seja, permitir que as populações não 

fiquem reduzidas a poucos indivíduos e também garantir a saúde genética através da 

manutenção da diversidade genética e fluxo gênico são fatores essenciais para a viabilidade 

das populações. Nesse sentido, o aumento de áreas protegidas e a conexão entre elas é a 

medida primordial para permitir a sobrevivência dos indivíduos e garantir a viabilidade de 

suas populações.  
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