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RESUMO

O lobo-guara Chrysocyon brachyurjieesta listado entre as espécies ameacadas deaextin
no Brasil devido a perda de seu habitat naturah pagropecuaria e aos frequentes
atropelamentos. Com o objetivo de determinar o manmopulacional minimo deC.
brachyurusem uma Unidade de Conservacao na regidao nordesestddo de S&o Paulo
(Estacao Ecologica do Jatai — EEJ), um métodomé&sivo de estudo — a andlise genética de
fezes — foi utilizado, procurando-se confirmar ahaalos da espécie que originalmente
depositou as fezes de acordo com as caracteristioefsldgicas e odores caracteristicos e
distintivos para a espéd& brachyurusPor meio de um painel de 5 loabes microssatélites,
foi possivel individualizar cada uma das amost@stadas em campo. Dentre as 41 fezes
coletadas, diagnosticamos 13individuos @e brachyurusna EEJ. A probabilidade de
identidade (R) foi de 0,8 x 10°e a probabilidade de ndo deteccéo alékdlalic dropou) de
16,2%. Observou-se auséncia de desequilibrio @edm entre os locos analisados. Foram
encontrados valores baixos de heterozigosidade @arbrachyurus A heterozigosidade
observadaHo) média foi de 0,52 e a heterozigosidade espetddaniédia foi de 0,72. A
média de alelos por loco encontrada foi de 5,4.aM@dises do equilibrio de Hardy-Weinberg
foram encontrados trés locos que apresentaramodespos a correcdo de Bonferroni: locos
2018, 2054 e 2140. Os valores Iee foram significativos para todos os loco na popitac
Com relagédo ao grau de parentesco dos individuosyasiou de 0,000 (ndo parente) até
0,5253 (pai e filho), indicando que ha animaisdielaados na area. Foram realizados testes
para a determinacdo do sexo das amostrasC.dbrachyurus que ndo demonstraram
resultados satisfatérios, uma vez que os fragmesgpsrados ndo foram amplificados em
nenhum dos testes realizados e para nenhuma dasrasn@ determinagao da estimativa do
tamanho populacional d&. brachyurusa area da EEJ pode ser utilizada para implant&éo

planos de manejo e conservacgao da espécie.

Palavras-chave: genética da conservacéao. lobo-gushse ndo-invasiva.



ABSTRACT

The Maned Wolf (Chrysocyon brachyurus) is listedm@gnthe threatened extinction species
in Brazil due to loss of its natural habitat to a&grture and frequent roadkill. Aiming to
determinate the population size of C. brachyuruis aEcological Station in the northeast of
Sao Paulo State (Estacdo Ecologica do Jatai — EBJjhon invasive method — genetic
analysis of feces — was employed to confirm theisgendings which deposit the feces, in
accordance of morphological characteristics andcfie scent of the C. brachyurus specie.
Through a panel of five loci microsatellite was @bte to identify each collected
sample. Among the 41 stool samples, we identiieddecimens of C. brachyurus in the
EEJ. The probability of identity (PID) was 0.8 x #® and the probability of not detecting
allelic (allelic dropout) was 16.2%. There was mobialance linkage between the analyzed
loci. Values for C. brachyurus internal heterozyiggoswere rated low. The observed
heterozygosity (Ho) average was 0.52 and expect@rdeygosity (He) average was
0.72. The number of alleles per locus was fourtoktd.4. In the analysis of Hardy-Weinberg
were found three loci that showed some deviatiaftey Bonferroni correction: loci 2018,
2054 and 2140. fvalues were highly significant for all into thewspopulation. The degree
of relatedness of individuals, or varied of 0.00t(relative) to 0.5253 (father and son),
indicating that there are related animals in theear Tests conducted to determine the gender
of the samples of C. brachyurus were not foundsfeatiory results, once the expected
fragments were not amplified in any of the tests iamone of the samples. The estimation of
the population size of the C. brachyurus in theaaod EEJ may be used as reference of

management action plans of species conservation.

Keywords: conservation genetics. Maned Wolf, n@asive analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes iniciais

A diversidade global esta mudando rapidamente coma resposta complexa
as diversas mudancas ambientais causadas pelo h¢WiE@USEK et al., 1997).
Globalmente, ecossistemas intactos estdo sendadietys a uma taxa média de 1,2%
ao ano, sendo que a maior ameaca a diversidad®io®lé a perda de habitat natural
das espécies. (PRIMACK; RODRIGUES, 2001; BALMFORILRle 2002).

O Cerrado é um dos Biomas com maior biodiversididsmundo, contendo um
grande numero de espécies de flora e fauna endé€nsieado o segundo ecossistema
brasileiro em extensdo, atrds apenas da Amazon@R(F FIORAVANTI, 2008;
MMA, 2009). Além disso, o cerrado abrange as tr@soms bacias hidrograficas da
América do Sul, tendo grande importancia no reghfdrico do Brasil (SOUSA-
SILVA; SCARIOT, 2005)Por esses motivos, foi considerado pela Unidonatzonal
para a Conservacao da Naturek@efnational Union for Conservation of Nature
IUCN, 2005) um “hotspot” da biodiversidade, ou sejm ecossistema extremamente
rico e ameacado, que precisa ser preservado.

Porém, nas ultimas décadas o Cerrado brasileirosagfrando com altas taxas
de perda de biodiversidade pela ocupacdo humarpam&io da agricultura (KLINK;
MOREIRA, 2002).Essa pressédo causada pelo homem gerou a fragnedts;areas e
a perda dos habitat, assim como o isolamento dgsientos, modificando a estrutura e
0S processos naturais nas paisagens, gerando Oedirlgcais e/ou alterando a
composicdo e abundéancia de certas espécies mab/eisno que leva a perda de

biodiversidade e/ou a fragmentacao de populaco®AM009). Diante do quadro da
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crescente descaracterizagédo dos ecossistemasa@idm Cerrado, torna-se importante
avaliar a capacidade de adaptacdo das espéciesbénge antropizado, visando tracar
estratégias de conservacao.

Apesar das espécies de carnivoros ocuparem umdegdarersidade de habitat
e terem uma ampla distribuicdo em todo o mundmtével a caréncia de informacdes
sobre grande parte delas. No Cerrado brasileiro, n@niferos contabilizam
aproximadamente 199 espécies, sendo 19 endémidas,(RD09). Pesquisas com esse
grupo se fazem prementes, pois 0s grandes mamifpossentam espécies-chave para
0S ecossistemas, sendo importantes reguladorespldapbes de presas animais ou
importantes dispersores de sementes, mantendo ibbequtanto das comunidades
animais como vegetais (SILVEIRA, 1999).

O desenvolvimento de novos métodos de estimativgulpoional,
principalmente para espécies ainda pouco estuddesas, ser prioritario, devido as
inimeras ameacas sofridas por esses animais (WEBEBNZALEZ, 2003;
GONZALEZ et al, 2009). Wilson et al(1996) ressaltam que sem dados confidveis do
tamanho das populagdes, os esforcos de manejorcacisaista seriam ineficientes.

Atualmente, uma das maiores dificuldades para dizagdo de estudos
populacionais de grandes mamiferos na naturezeciebpente em areas florestais, é a
obtencéo das amostras. As expedi¢des de captuexsa@mamente dispendiosas e nem
sempre resultam na obtencdo de amostras sufici@Dt@8RTE et al, 2010). Além
disso, métodos com base no senso direto dos anpudeam ser imprecisos devido a
dificuldade de detecc¢éo dos individuos (KOHN etl1£99).

Uma alternativa a captura de animais para as EEj@Ea0 0s métodos nao
invasivos, como as armadilhas fotogréficas e arghs&o de rastros, como das pegadas

e das fezes (WAYNE; MORIN, 2004A coleta e a analise das fezes tém sido uma
13



importante fonte de dados sobre animais selvagensgcendo informacdes desde a
genética até a endocrinologia, servindo como basa parios estudos ecoldgicos

(KOHN; WAYNE, 1997).

1.2 Marcadores moleculares aplicados em estudos consacionistas

Por marcador molecular define-se todo e qualquefstifgo molecular oriundo de
um gene expresso, como no caso de isoenzimas, amndeegmento especifico do
DNA, correspondente a regifes expressas ou ndo. @®navancos na biologia
molecular, surgiram diversas técnicas para a d@ébede variabilidade genética que
acessam diretamente a sequéncia de DNA. Essasaggermitem a obtengdo de um
namero virtualmente ilimitado de marcadores mok®ad que podem abordar todo o

genoma do organismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).

O conhecimento da variabilidade genética permitecoanparacdo entre
individuos, populacdes ou espécies diferentes (SORKEA, 2001). Diversas técnicas
tém sido utilizadas para verificar a variabilidagenética diretamente do DNA,
destacando-se a: RLFRédstriction Fragment Length PolymorphisRAPD Random
Amplified PolymorphisnDNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism
SCAR Sequence Characterized Amplified Regjpi®TS Sequence Tagged Sites

microssatélites (BUSO et.a2003).

Os marcadores genéticos podem diferir em caratadsimportantes como,
abundancia genbmica, nivel de polimorfismo detectad informacdo genética,
especificidade dos locos, reprodutibilidade, reipuentos técnicos e investimento

financeiro (BUSO et al 2003), apresentando caracteristicas préprias qusraoam

14



mais adequado a resoluc¢édo de questionamentos faspePEREZ-SWEENEY et al.,

2003).

Entre os marcadores moleculares mais adequadosgasiudos populacionais,
encontram-se o0s tipo microssatélites, que se @mmama das ferramentas mais Gteis na
identificacdo individual de espécies e no estabalmo de relacbes de parentesco
(GOLDSTEIN; POLLOCK, 1997), além de serem tambédicadores de mudancas na

diversidade genética em curtos periodos de tempdGHL998).

1.2.1 Microssatélites

Microssatélites (SSR Simple Sequence Repgdtrmam uma classe de DNA
caracterizada por sequéncias de 1 a 6 nucleotidepstidas lado a lado e que
apresentam alta taxa de mutacdo, variando em satieeld a 10° por geracéo
(EISEN, 1999). As muta¢cfes sdo causadas por alteracbes no nuaemndiades de
repeticdo, sendo que, a maioria dessas alteracfeEsiéado de mudancas no nimero
integral de copias das unidades de repeticdo (EISED9).

Essas sequéncias que sdo abundantes no genomar mlecéicariotos sao locos
genéticos altamente polimorficos e constituem aselanais polimorfica de marcadores
moleculares capazes de uma identificacdo individddEBER; WONG, 1993;
FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Os gendtipos nos locos de microssatélites saoifidadbs por meio da técnica
de PCR Polymerase Chain Reactiprutilizando-se de um par de iniciadorpsrfierg
especificos (de 20 a 30 bases) complementaresi@rsegs Unicas que flanqueiam as
repeticdes. Fragmentos amplificados a partir dessées apresentam tamanhos

diferentes explicados pelos numeros de repeticssim, cada loco microssatélite
15



constitui-se um marcador molecular altamente vatjamultialélico e de grande
conteudo informativo. Cada segmento amplificaddadeanho diferente representa um
alelo do mesmo loco (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Segundo Eisen (1999), devido a distribuicdo prefdadé nas regides nao
codificadoras, os microssatélites podem néo seftéo da selecdo natural, o que os
torna seletivamente neutros e muito Uteis paradestwla genética de populacdes
naturais (OLIVEIRA et al., 2006).

Para a familia Canidae, alguns marcadores mickdeat ja foram
caracterizados (FRANCISCO et al., 1996; GRIFFINalet 2001; ICHIKAWA et al.,
2002; PARRA et al., 2003) e utilizados em estudassmaspecificos, como os de fluxo
génico, diversidade e estruturacdo genética (GIRMANI., 2001; IYENGAR et al.,
2005; KLUKOWSKA et al., 2003; KOSKINEN; BREDBACKA2000; LEONARD et
al., 2005; PRUGH et al.,, 2005; SMITH et al.,, 2006) de identificacdo de

espécie/individuos (BANKS et al., 2003).

1.3 A espécieChrysocyon brachyurugllliger, 1815)

O lobo-guaraChrysocyon brachyurjieesta listado entre as espécies ameagadas
de extincdo no Brasil, na categoria vulneravel (MN2A03), e proxima de tornar-se
ameacada, pela classificacdo da IUCN (2008), dezig@rda de seu habitat para as
atividades agropecuarias e frequentes atropelasaio veiculos em estradas que
cruzam areas de conservacao fragmentadas (BERNARD&S 1990)0 lobo-guara é
0 maior canideo sul-americano, medindo entre 93%ckntimetros de comprimento
(mais 38 a 50 cm de cauda) e peso variando entee 2D quilos (RODDEN et al.,

2004)(Figura 1).
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Figura 1. Lobo-guar&hrysocyon brachyur)s- Foto: Rogério Cunha.

Os lobos-guara séo onivoros, como oportunistaajreentam de uma variedade
de presas disponiveis (RODRIGUES, 2002uidancas sazonais nos itens alimentares
resultam em mudancas nos componentes da dieta (MECE al., 2004)A porcéo
animal consumida inclui pequenos mamiferos, répgastropodes e ovos de aves
(SILVEIRA, 1999), além de anfibios e insetos (BEEMEYER, 2000).

No Brasil, a porcédo vegetal da dieta do lobo-géacanstituida principalmente
pela planté&Solanum lycocarpupntomumente conhecida por “Lobeira” (em inglesuit
of the Wolf (Figura 2). Essa fruta tem producdo durante o iat@ro e representa
grande porcdo da dieta desse canideo. (DIETZ, [982ARVALHO;
VASCONCELLOS, 1995; MOTTA-JUNIOR et al., 1996; AZEDO; GASTAL,
1997; MOTTA-JUNIOR, 1997; SANTOS, 1999; ARAGONA; BE 2001;

RODRIGUES, 2002; JACOMO et al., 2004).

17



Figura 2. Fruto da “lobeira’Solanum lycocarpunprincipal por¢géo vegetal da dieta
dos lobos-guara.

Os lobos-guara habitam campos e cerrados da Andwi&ul, do centro-sul do
estado do Maranh&o até o Uruguai, e, do extrent® tksPeru até o estado do Espirito
Santo (DIETZ, 1984; RODDEN et al., 2004).

Originalmente a espécie se distribuia amplamegites provincias de vegetacao
aberta do Cerrado, Chaco e Pampas. Atualmente,stabdicdo sofreu grandes
reducdes, em especial na porcdo sul da distribui@@&TZ, 1984; MONES;

OLAZARRI, 1990; RODDEN et al., 2004Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo da espécieysocyon brachyurusa América do Sul
(IUCN, 2008).

Os lobos-guara sdo canideos solitarios que senjuata casais apenas na época
reprodutiva (RODDEN et al., 2004). Sao territoriaem o casal partilhando a mesma
area de vida, sendo essas areas exclusivas, cdmmarou pouca sobreposicdo entre
areas de casais vizinhos (DIETZ, 1984).

O tamanho da area ocupada por casais foi estimardDiptz (1984) entre 22 e
30 Kn?, mas outros autores estimaram valores supericaeigndo entre 50 e 115 Km
(CARVALHO; VASCONCELLOS, 1995; SILVEIRA, 1999).

Apesar dessas estimativas, pouco se conhece camsgmeobre o tamanho de
area utilizada e padrées de movimentacao de lobasxdDIETZ, 1984; CARVALHO;

VASCONCELLOS, 1995; SILVEIRA, 1999).
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Os trabalhos de radiotelemetria realizados compacés descrevem areas de
vida com amplas variacfes: de 21,7 a 30°Kmédia de 25,2 + 4,4 Kmcom n = 3
pares na Serra da Canastra, no estado de Minas @IBTZ, 1984) e de 31 a 132
Km? n = 6 e média de 63,7 + 37,4 Kma Estacdo Ecoldgica do Jatai, estado de S&o
Paulo (MANTOVANI, 2001); e de 15,6 a 104,9 Krmédia de 57,0 + 34,3 Kincom n
= 5 na Estacdo Ecoldgica de Aguas Emendadas, ridt®iBederal (RODRIGUES,
2002);e de 4,7 a 79,5 Kimédia de 49,0 + 31,8 Kincom n = 5 no Parque Nacional de
Emas, no estado de Goias (SILVEIRA, 1999); e dé& 5069,1 Km, média de 59,6 +
13,44 Knf, com n = 2 na Reserva Particular do PatriméniatdhEstacio Ambiental
de Galheiro, estado de Minas Gerais (MELO g28I07).

A espécie foi originalmente incluida no gén&anis pois apresenta niumero de
cromossomos dipldide (2n = 76) bastante proximdeste género (2n = 78) (RODDEN
et al.,, 2004).Porém, atualmente é reconhecido como género disthirysocyon
(RODDEN et al., 2004)Dentre os canideos, estudos filogenéticos claasiiic o
cachorro vinagre§peothos venaticusomo a espécie mais proxima Garysocyon
(WAYNE et al., 1997; ZRZAVY; RICANKOVA, 2004).

Apesar das diferencas morfologicas e comportamgenisgsa hipotese foi
confirmada por anadlises filogenéticas que incluirararacteres morfologicos,
comportamentais e genéticos combinados (ZRZAVY;ARBOVA, 2004).

Alguns estudos trataram da investigacdo genéticauieleos, porém sdo poucos
0s que abordam tais assuntos para o lobo-guara B\RRet al., 1998; RODRIGUES,
2002; SALIM, 2005; BRUZZI, 2007; FONTOURA-RODRIGUEZ009).

Moreira e colaboradores (1998) utilizaram a aeratis polimorfismo protéicos
no esclarecimento da variabilidade encontrada epulpgdes distribuidas no Brasil.

Salim (2005) investigou a variabilidade de marcadomicrossatélites nas mesmas
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amostras. Rodrigues (2002) utilizou microssatélitasa avaliar a diversidade de uma
populacdo natural da espécie, na Estacdo Ecoldgideguas Emendadas — DF. Bruzzi
(2007) avaliou a diversidade genética da populagilmbos-guara no Distrito Federal.
Fontoura-Rodrigues (2009) realizou um estudo derdigade genética e estruturagédo
populacional utilizando amostras coletadas de pgdals em cativeiro e de vida livre

de vérias regides do Brasil.

1.4 Conservacao deChrysocyon brachyurus

A espécie C. brachyurus apresenta baixas densidades em suas areas de
distribuicdo devido ao seu habito primariamentdt&@ e grandes &reas de vida
(DIETZ, 1984; RODRIGUES, 2002). Em algumas area$dasil central, ela parece
ser mais comum; no entanto, a drastica reducd@gméntacdo dos seus hdbitats
naturais, devido principalmente a conversao desamaturais em lavouras (FONSECA
et al., 1994) podem vir a comprometer a viabilidade de suas lpgpas (RODDEN et
al., 2004; RODRIGUES; OLIVEIRA, 2006). Essa cordigé preocupante quando se
considera que o Bioma Cerrado ja teve 55% da sem desmatada ou transformada
para o uso humano (MACHADO et al., 2004).

O Estado de Séao Paulo, originalmente com 14% ddesetorio coberto por
formacdes de Cerrado, hoje conta com menos de 4%r ro&imidades dos municipios
de Campinas, Ribeirdo Preto, Franca, Altindpoldivisa com o sul de Minas Gerais
(BRITO, 1997).Apesar da flexibilidade em ocupar ambientes altsad lobo-guaré
tem desaparecido de varias areas onde a vegetatifia se tornou muito escassa ou

inexistente (RODDEN et al., 2004).
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Outras ameacas significativas a espécie sdo opetdmentos, a caca, e a
interacdo com cdes domeésticos, esses que poderagper® matar lobos-guard,
competir por recursos alimentares, além de coirstitna importante fonte de doencas
(RODDEN et al., 2004)Os atropelamentos sé&o a principal causa de matkidio
lobo-guard em muitas areas, sobretudo de indivihyens e sub-adultos (SILVEIRA,
1999; RODRIGUES, 2002; RODRIGUES et al., 2002).

O monitoramento de locais com criagdes de galinaasam a baixa frequéncia
de predacdo pelo lobo-guara, mas ainda assim, éxiesp cacada por fazendeiros e

proprietarios de terras (HURTADO, 2007).

1.5 A Estacao Ecoldgica do Jatai

A Estacdo Ecologica do Jatai (EEJ) é uma Unidadeatkservagdo no nordeste
do estado de Sao Paulo, localizada no municipicugeAntonio (21° 35'S, 4748'W),
sob o gerenciamento do Instituto Florestal/SP (figl). A EEJ é atualmente a maior
unidade de conservacdo do Estado de Sdo Pauloeamcaéntinua de cerrado, com

aproximadamente 9.000 hectares (TOPPA, 2004).
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Figura 4. Foto aérea da area da EEJ (Imagem: Rogéppa).

A EEJ limita-se a sul e sudoeste com o rio Mogia€, abrangendo uma
planicie de inundacédo, onde existem quinze lagéssltitudes variam de 520 a 642
metros (Figura 5). A reserva é percorrida por quatdrregos permanentes e as
formacdes vegetais sdo bastante diversificadaseS@mtradas florestas semi-decidua,
matas ciliares e Cerrado em diversas fisionomiasdel campo sujo ao cerradao
(TOPPA, 2004).

Segundo Pires (1995), o uso da terra no entormnstituido, principalmente,
pelo cultivo de cana-de-acucar, citros e florestaseucaliptos. O clima é do tipo
tropical savanico e a temperatura nos meses denm\estacao seca) variam de 15 a
31° C, e nos meses mais quentes (estacdo umida)) de36° C (NIMER, 1977). A
pluviosidade anual é geralmente superior a 1.400metros, com o periodo de
precipitacdo mais intenso de outubro a marco (PJRESS).

Em um estudo de levantamento de mamiferos realizadeEJ por Talamorsit
al. (2000), foram listadas 69 espécies, das quaisridnfoegistradas por Gargagliati

al. (1998). Dentre elas, destacam-se alguns impostaateivoros como: a onca-parda
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(Puma concoloy, a jaguatirical(eopardus pardallse o cachorro-do-mat&Cérdocyon
thoug (TALAMONI et al., 2000; GARGAGLIONI et al., 1998).

Em Miotto (2006) é encontrado um estudo demogréfie®uma concoloma
EEJ, no qual, no minimo trés individuos foram etremlos na &rea. Na literatura
consultada, nao foram encontrados estudos que adsmmmh especificamente a

estimativa do tamanho populacional do lobo-guarB B
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Figura 5. Localizacéo regional do municipio de LAtdnio no estado de S&do Paulo.
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1.6 Andlises genéticas ndo invasivas

A obtencdo de amostras de grandes mamiferos, yartieente de grandes
predadores, por meio de captura dos animais él difidemorada, podendo provocar
estresse nos individuos. Em virtude dessas deg@n#taos métodos alternativos néo
invasivos tém surgido para tornar a obtencdo daest@as um processo menos
desgastante, tanto para o pesquisador quanto gaemimais, permitindo o estudo
populacional através de marcadores moleculares eyesmo tempo, minimizando o
impacto desses estudos nas populacbes (MORIN; WQEBBR 1996; KOHN;
WAYNE, 1997; MIOTTO et al., 2007a).

Extragcbes de DNA realizadas a partir de penas,spékres, entre outros
materiais tém sido bastante utilizadas e seustagld se mostraram muito promissores
(MIOTTO et al, 2007b; RIBEIRO et al., 2008). Para um estudo papohal
detalhado, através do DNA contido nas fezes, ésséde determinar com precisao
informacdes como: espécie do animal, sexo, ideatifio individual, local e data de
coleta, entre outros. Para isso, sdo utilizadossldd campo e marcadores moleculares
especificos (PALOMARES et al., 2002).

Essa abordagem amostral ndo invasiva, utilizandesfeomo uma alternativa,
para a obtencdo de informacfes genéticas foi utretéggia utilizada em animais como
0 texugo-europeuMeles meles(FRANTZ et al.,2003), em raposas/(lpes vulpes
(DALEN et al., 2004),0 leopardo-asiatico®anthera pardus(PEREZ et al., 2006),a
onga-pardaFuma concolor(MIOTTO et al.,2007a), o leopardo-das-nev@althera

uncia) (JANECKA et al., 2008) e o lobo-vermelh€4nis rufuy (KNAPP et al, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi determinar maaho populacional minimo
de lobos-guard&Q. brachyuru¥ que habitam em uma Unidade de Conservagao réoregi
nordeste do estado de S&o Paulo e seu entornaifespeente na Estacdo Ecologica

do Jatai, no municipio de Luiz Antonio.

2.2 Objetivos especificos

A partir da analise do DNA fecal, os objetivos esfieos do trabalho foram:
* Individualizar cada amostra fecal coletada;
» Estimar o tamanho populacional minimo da area;
» Determinar o sexo dos animais que originaram asaea
» Estimar a diversidade genética das amostras;

» Estimar as relacdes de parentesco.

3 JUSTIFICATIVAS

Uma vez que ndo existem estudos demograficos p&hoeguara na Estacéo
Ecoldgica do Jatai, um estudo dessa natureza pauecér informacdes para criagdo de
estratégias de manejo e conservacao da espéaieana &

O lobo-guara, além de ser um animal simbolo doaderré um predador de

grande porte que precisa de grandes areas pararmsaat popula¢des vidveis com um
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namero minimo de individuos, permitindo o fluxo @énentre ndo-aparentados
(HANSKI, 1994; NOSS, et g11996; WIKRAMANAYAKE, et al, 2004).

A Estacdo Ecoldgica do Jatai (EEJ) € a maior ueidadconservacao do Estado
de Sdo Paulo com area continua de cerrado localizadnunicipio de Luiz Anténio. A
area € cercada pela silvicultura intensiva e ptéet® de cana-de-aglcar, mas ainda
mantém uma composicao faunistica elevada e graneesidlade de flora que precisam
ser conservadas (TALAMONI et al., 2003; TOPPA et 2002). Portanto, é uma area
que garante algumas caracteristicas importantes qgvortar diferentes populacdes
animais, incluindo de lobo-guara.

Nos ultimos anos foram realizados diversos estdeogenética da conservacao
no Laboratério de Genética Molecular da Universeddeederal de S&o Carlos -
UFSCar, e também tém sido realizadas, com sucegperiéncias com analises de
DNA fecal. Todos os métodos de laboratério ja forpmtocolados em estudos
semelhantes, incluindo um estudo demografico coga-parda Puma concolor na
mesma area de estudo (MIOTTO et al., 2007a).

O presente estudo baseia-se na necessidade dmidag&o da ocorréncia e
abundancia da espédiz brachyurusna EEJ com o propdésito de fornecer dados que
auxiliam no manejo e na conservacdo dessa esgegartir desse contexto, algumas
guestdes de pesquisa foram formuladas:

1. Seria a EEJ uma éarea suficiente para manter pdmsdale lobo-guara?

2. E possivel a realizagdo de um estudo demogréafiespécie utilizando-
se de uma técnica de andlise ndo invasivas?

3. Ha evidéncias de reducdo da variagdo genética alevidm efeito de

gargalo populacional nos animais?
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Obtencao das amostras

As atividades de coleta das amostras de fezamfogalizadas percorrendo-se as
trilhas e estradas previamente abertas na Unidad@dservacéo (Figura 6). Dados de
data, localizagcédo das fezes registradas por meionatade de GPS3|obal Position
System e condi¢ao estrutural das amostras foram devidsmanotadas (Tabela 1).
Vestigios do animal, tais como: pegadas, péloate§mas fezes, e também, o tamanho
e a forma das fezes foram levados em consideragdmdicacdo da espécie que
originou as amostras (Figura 7 e Figura 8). Dessad, entre os anos de 2008 e 2009,

foram coletadas de maneira nao sistematica 41 easals fezes.

Figura 6. Coleta das amostras de fezes em estmadasidade de Conservacao.
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Figura 7. Pegadas de lobo-guara  Figura 8. Fezes de lobo-guara com frutos
da “lobeira”

Como controle para as reagfes de amplificacdoxagsen, com 0 objetido de
comparar o tamanho e o nimero de alelos que oldvesmpartir do DNA fecal,
utilizamos também duas amostras de sangue. deachyurugTabela 2). As amostras
de sangue foram cedidas pelo Centro Nacional déaBoees (CENAP/ICMBIO) e pelo
Parque Ecoldgico Municipal de Americana - SP (Zgwd). As amostras foram
mantidas sob temperatura controlada (22°C) e odxsensse o0s protocolos

estabelecidos para a adequada preservacao doahateri

Tabela 1. Informacdes sobre as amostras de felstadas em campo.

Amostra Data da coleta Ponto de coleta (UTM)
M1 01/07/2008 217927 — 7604757
M2 30/07/2008 213590 - 7610529
M3 02/07/2008 213840 - 7610600
M4 19/07/2008 214517 — 7609927
M5 18/07/2008 213633 — 7610569
M6 27/07/2008 216581 - 7611721
M7 24/07/2008 213868 — 7610599
M8 08/07/2008 212635 - 7606781
M9 09/07/2008 216798 — 7609109
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Continuacao (Tabela 1)

M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M31
M32
M33
M34
M35
M36
M37
M38
M39
M40
M41

18/09/2008
15/06/2008
13/06/2008
19/09/2008
11/10/2008
04/10/2008
16/09/2008
11/09/2008
06/10/2008
03/10/2008
02/07/2008
15/09/2008
09/10/2008
07/06/2008
15/07/2008
15/07/2008
14/07/2008
14/07/2008
14/07/2008
15/07/2008
07/10/2008
18/10/2008
17/10/2008
01/07/2008
20/06/2009
20/06/2009
21/06/2009
21/06/2009
21/06/2009
10/08/2009
10/08/2009
10/08/2009

216646 — 7610093
213868 — 7610599
216622 — 7611407
209304 - 7609129
213407 — 7613447
216020 — 7610054
209310 — 7607522
214443 - 7610571
211821 — 7609464
213704 — 7610541
213580 — 7610570
212513 - 7607415
207894 — 7608144
216861 — 7609257
213547 — 7610561
212009 — 7608526
209150 — 7606813
210347 — 7610159
209163 — 7606787
212635 - 7606781
211078 — 7608380
216890 — 7609325
209178 — 7607420
217773 — 7604972
210330 - 7610158
215251 - 7608921
210430 - 7610153
212010 — 7608533
211278 — 7609209
216660 — 7609049
208564 — 7607101
214394 - 7609801
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Tabela 2. Informacdes sobre as amostras de sardigas.

Amostra Origem Sexo do animal de origem
S1 CENAP/ICMBIO Macho
S2 Zooldgico de Americana/SP Fémea

4.2 Extracdo de DNA

4.2.1 Amostras fecais

Para a extracdo de DNA das amostras de fezesiliaadd o kit de extracéo
“PSP Spin Stool DNA Kit” (Invitek). Esse é ukit especialmente desenvolvido para
esse tipo de material. O processo de extracao d& B&gundo o protocolo fornecido
pelo fabricante, seguiu-se 0s seguintes passos:

1. Colocar 200-400 pl da amostra armazenadm 2,0 ml Safe-Lock-Tuhe
Adicionar 1,2 ml dd_ysis Buffer Rem cada amostra armazenada. Vortexar por 1
minuto. Incubar a amostra por 15 minutos a tempeaade 95 C, agitando-se
constantemente. Centrifugar a amostra a 13.200pgn2 minutos. Na amostra
liquida obtida adicionar etanol 70% as amostrasi@®le vortexar para se obter
um liquido homogéneo, que deve ser transferido paranovo tubo de 1,5 ml.
Repetir o procedimento até obter o volume necas§adi0-1000ul).

2. Transferir o sobrenadante pardnwiAdsorb-Tubee vortexar por 15 segundos.
Incubar a suspenséao por 1 minuto a temperaturaeatebiCentrifugar a amostra
a 13200 rpm por 6 minutos.

3. Transferir o sobrenadante para um tubo de 1,5 ndescartar opellet

Centrifugar a amostra a 13200 rpm por 6 minutos.
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4. Pipetar 25 pl de Proteinase K em um novo tubo Senl e transferir 400 pl do
sobrenadante do passo 3 para o tubo de 1,5 minckmgeProteinase K, vortexar
rapidamente e incubar a amostra por 15 minutosngpdratura de 7C
agitando-se constantemente.

5. Adicionar 400 ul deBinding Buffer Pna mistura do passo 4 e vortexar
rapidamente, ou pipetar para cima e para baixavarezes. Colocar 8pin
Filter no 2,0 mIReceiver Tubee transferir toda a mistura paraSpin Filter.
Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente e ibegar a 12000 rpm por 1,5
minutos. Descartar o filtrado.

6. Adicionar 500 ul doNash Buffer para oSpin Filtere centrifugar a 12000 rpm
por 1,5 minutos. Descartar o filtrado.

7. Adicionar 800 pl daNash Buffer lpara oSpin Filtere centrifugar a 12000 rpm
por 1,5 min. Descartar o filtrado.

8. Remover o etanol e centrifugar a 13200 rpm porriutos.

9. Colocar oSpin Filterem um novo 1,5 mRReceiver Tube adicione 100-200 pl
pré aquecido (AT) do Elution Buffer D Incubar por 3 minutos. Centrifugar a
8000 rpm por 2 minutos para eluir o DNA. Finalmeshéscartar &pin Filter.

10.Armazenar as amostras em freezer a - 22 °Celsius.

4.2.2 Amostras de sangue

Para a extracdo de DNA das amostras de sanguelssgyaiprotocolo proposto

por Sambroolet al. (1989) com algumas adaptacdes, de acordo com agdesabaixo:
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1. Em um tubo tipo Eppendorf de 1,5 mL contendqb@e sangue, adicionar 500
pL de solugéao de digestdo com 25 de SDS 10%, L RNAse 0,1 mg/mL,
100uL de EDTA 0,1 M, 2,5iL Tris-HCI 0,01 M, 322,5iL de agua MilliQ;

2. Incubar por 1 hora a temperatura dé@G7

3. Adicionar 5uL de Proteinase K 0,1 mg/mL;

4. Incubar por 2 horas a temperatura de@2

5. Adicionar o mesmo volume da mistura fenol/clorofimf@icool isoamilico e
verter o tubo suavemente durante 10 minutos;

6. Centrifugar a 10000 rpm por 15 minutos e recupessbrenadante;

7. Acrescentar NaCl 5 Molar de modo que a concentréigabda solucao seja de
1 Molar,

8. Adicionar 500uL de alcool 100% gelado e verter delicadamentebo fara a
precipitacdo do DNA;

9. Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos e descarsobrenadante, invertendo-
se o tubo;

10.Adicionar 500uL de alcool 70% gelado;

11.Centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos e descarsambrenadante;

12.Secar o material em estufa a temperatura 8€ ®or 24 horas;

13.Ressuspender o DNA em 200 de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8).
A quantificagéo de L do DNA resultante de cada uma das amostras dgiean

em gel de agarose 1%, corado com brometo de etitierando-se como parametro o
marcador de peso molecular 3kew DNA Mass Laddginvitrogen). Apos o

procedimento, efetuou-se o armazenamento das @m@str22Celsius.
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4.3 Confirmacgéo da espécie de origem das amostras

A confirmagdo da espécie de origem das amostrasnitialmente realizada
através de analises do DNA mitocondrial (mtDNA)rdfo realizados dois testes com
20 amostras (18 de fezes e 2 de sangue), amptifies® um fragmento especifico de
146 pb do gene citocrommdo genoma mitocondrial por meio da reacéo em catieia
polimerase (PCR). Utilizou-se um par plemersdescritos por Farrel et gR000).(5'-
AAA CTG CAG CCC CTC AG AAT GAT ATT TGT CCT CA-3','5ATT CTT TAT
CTG CCT ATACAT RCACG -3).

Alternativamente, as fezes foram identificadas deordo com suas
caracteristicas morfologicas. A espécie apresestasf caracteristicas e facilmente
diferenciaveis das demais (DALPONTE 1997; CHAMEQ2)0

Apresentam diametro maior que a dos outros canidens aproximadamente
2,5 centimetros, e possuem odor e textura propAtEsn disso, suas fezes contém
restos de frutas que sdo distintivos dessa esp@di®@TTA-JUNIOR et al.,

1999, ARAGONA; SETZ, 2001, CHAME, 2003).

4.4 Individualizacdo das amostras

Para individualizacdo das amostras de fezes testseassete pares geimersde
microssatélites tetranucleotidedgsenvolvidos inicialmente para o cdo doméstico
(Canis familiarig por Francisco et al. (1996), mas que apresenlinransferibilidade

para a espéci€. brachyurufFONTOURA-RODRIGUES et al., 2008) (Tabela 3).
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Tabela 3. Sequénci&ward ereversedosprimersde microssatélites desenvolvidos para o
cado domésticoGanis familiari9 por Francisco et al. (1996).

Sequéncias

Primer frzgmggt]c? (?)%) Forward Reverse
2001 152 — 160 TCCTCCTCTTCTTTCCATTGG TGAACAGAGTTABATAGACACG
2018 169 — 197 TTGCTTTACCGCTTCATTTATT GAGCCTGCTTCTCTCTG
2054 158 - 174 GCCTTATTCATTGCAGTTAGGG ATGCTGAGTTTRMBCTTTCCC
2088 112 -120 CCCTCTGCCTACATCTCTGC TAGGGCATGCATAABCAGC
2132 160 — 188 CACTGGGAGTGGAGACTGCT TGCACAGCCAACTAGGTG
2137 218 — 272 GCAGTCCCTTATTCCAACATG CCCCAAGTTTTGTATGTT
2140 138 — 190 GGGGAAGCCATTTTTAAAGC TGACCCTCTGGCATEBGGA

Para as reacdes de amplificacdo (PCR), marcaca@lseano seqienciador
automatico, foi utilizado o procedimento propostwr [Bchuelke (2000), em que na
sequéncidorward dos primersé adicionada, na posi¢ao 5-3’, uma “cauda’ uniakers
de 18 pares de bases (TGT AAA ACG ACG GCC AGT) @Fag9). Durante os ciclos
iniciais de PCR, essa sequéntmaward € incorporada ao produto de amplificacao.
Complementar a essa cauda, e marcada com fluooescénadicionada a reagcdo um
primer universal M13 (ACA TTT TGC TGC CGG TCA), incorpom@o produto de
PCR nos ciclos subsequentes da reacao.

A incorporacdo dgrimer M13 a “cauda” € a que permite que o fragmento
amplificado seja detectado pelo sistema de lasesedpienciador automatico. Esse
meétodo torna-se mais econémico porque possibilieatgdos ogprimers forward para
todos os locos, sejam adicionados com a mesma eaassim somente uma sequéncia
M13 seja marcada.

Na Figura 9, A, B e C séo os trpamers utilizados durante a PCR para a
amplificacdo do fragmento de interessepfmer universal M13 € complementar a

cauda adicionada garimer forward Em D, mostra os primeiros ciclos da reacdo de
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PCR, oprimer forwardadicionado da “cauda” é incorporado ao produt®@®&. Em E,
0s ciclos subsequentes a temperatura de anelandenta3° Celsius promovem a
incorporagao da sequéncia fluorescente M13. Emgfoduto final pode ser analisado

sob o sistema de deteccao a laser.

w—b Sequéncia forward adicionada de uma “cauda” de 18 pb na posicéo

B NN Sequéncia reverse
s

C vaw—» Sequéncia universal M13 marcada com o fluoréforo FAM

D Fragmento
5 DNA 777774 CACA...... (CA),......CACARRNNY _Template DNA ~~—3'
g NN
3FaM
E
5 {77772 CACA......(CA),.....CACA RN 3
oo D e NN
F 5 CACA......(CA),......CACA RN &

Figura 9. Esquema de uma reacéo de amplificacadpdomersmodificados pela
adicdo de uma sequéncia M13 marcada com fluoreiscé&ngura modificada de
Schuelke (2000).

Nas analises, cada 18- da PCR continha: 7,5L de GoTaq (Promega) -
tampaoBuffer 1x, 1,25mM de dNTPs, 1,5 mM de MgC1 unidade d&aq polimerase
- 2 pmol doprimer forward 8 pmol doprimer reverse 8 pmol da sequéncia M13
(SCHUELKE, 2000) marcada com o fluoréfuro 6-FAM (Aed Biosystems), 150
pg/mL de BSA e 4,5L de DNA.

As amplificagbes foram realizadas em termocicladmm a seguinte
programacao: 1 ciclo inicial de desnaturacao a 9#5C3 minutos; 40 ciclos de 92°C

por 1 minuto, 47°C por 1 minuto, 72°C por 1 minut@;ciclos para acrescentar a cauda
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M13 de 92°C por 30 segundos, 52°C por 30 segud3€§; por 45 segundos; extensao
final de 15 minutos a 72°C.

Foram observadas as amplificacdes dos fragment@Ndeem gel de agarose
1,0% corado com brometo de etideo. Em uma cubdeti®ferese (110 Volts por 45
minutos), utilizaram-se 2,0L do produto de PCR corado com de azul de broméfeno
Com o auxilio de um marcador de peso molecular kie (Invitrogen), sob luz
ultravioleta (UV), foi confirmada a presenca dogfreento de DNA amplificado de
acordo com o tamanho previsto.

Os fragmentos amplificados com a fluorescéncianfogenotipados em um
sequenciador automatico MegaBace ET-550R pela aaf8lA Consult (Sdo Carlos,
SP, Brasil) e analisados com o programa MegaBacd¥hgment Profiler (GE
Healthcare Life Science).

Os gendtipos multilocus distintos foram identifiobadcom o auxilio do
programa Gimlet (VALIERE, 2002). Os genétipos foram classificadosmo
heterozigotos, quando dois fragmentos foram obdessa como homozigotos, quando
um unico fragmento foi observado.

Com o propésito de quantificar o poder de discrag@&o dos individuos por
meio dos locosde microssatélites utilizados, estimaram-se as ghibbades de
identidade (B), isto é, a probabilidade de dois individuos emaupopulacao,
aleatoriamente, compartilharem genoétipos idéntipag todos os locoanalisados
(PAETKAU et al., 1998; WAITS et al., 2001; PRUGHakt, 2005).

A probabilidade de identidade foi determinada comprograma Gimlet
Calcularam-se os valores para cada loco e entd@outigplicamos entre os locgsara

obter: Rb unbias total (parametro que leva em conta o tamanho pojral) e B sips
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total (parametro que leva em conta o tamanho pojomal e a presenca de
relacionados) (PAETKAU et al., 1998).

Foram estimadas as taxas de erro de genotipagéas tdevido a néo
amplificacdo alélicadllelic dropou), dividindo-se o nimero de erros detectados para
cada locagpelo niumero de casos em que algum erro poderidesectado. Considerou-
se um individuo como homozigoto para um dado lgoando esse gendtipo pdde ser
confirmado em trés replicagdes, reduzindo-se ailpbdade de erro de genotipagem
ocasionado pela ocorréncia do fendmenaltigic dropout em que um dos dois alelos

do individuo poderia ndo ser detectado (TABERLE#1€1996; PRUGH et al., 2005).

4.5 Determinacao do sexo

Foram utilizados ogrimers de introns especificos para sexagem de canideos
descritos por Seddon (2005) nos testes para andertgrdo do sexo das amostrasdle
brachyurus(Tabela 4). Os parametros do PCR (ciclos, quaitisi@ie DNA, de MgGl
e diferentes marcas de Taq) foram testados e dpassf@ara as amostras de fezes e de

sangue.

Tabela 4Sequénciatoward e reversedosprimersde intronsspecificos para sexagem de
canideos descritos por Seddon (2005).

Sequéncias
Tamanho do
Primer Forward Reverse
fragmento (pb)
DBX6 246 ATGCTGCAGTTTTTCCAGA AACTAAGACCCAGCGTA
DBY7 118 GGTCCAGGAGAGGCTTTGAA CTTCCTTTTAAACAATGGCA
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Na sexagem de individuos fémeas é esperado uma ban2i9 pb referente ao
intron do cromossomo X. J& para os machos sédo esperadssdndas: a mesma de
249 pb encontrada nas fémeas e outra de 118gbkme adntron do cromossomo Y

(Figura 10).

ta) DBX intron 6

DBEEB 10 20 & 3o 40 50 &0 70 BO a0 100
DEX6wolf ATGCTGCAGT TTTTCCAGAT CCTATIT-AA GAGAARGCAT AATCTARATTC ARCCACAGAA AAACCTGCTC ATTATTTITIT AARTAARGTATT GGTAGATGAG
G OB s r e b e i T Ty e e R e e e e e e Shin RN e

110 120 130 140 150 160 170 ieo 190 200
DBEXE wolf TITTARCTGCC CTATTACTRA TETTTTACTT TECACCCARA TRAATTTTCT ARARATTAAC ACCAARGTTA ARRATRCCAA GARSTGACTT CTTTGACCCA
DBX6 horse ---------- - -T

210 220 230 240 DBXGIv 250 2&0 270 280
DEXE wolf TCOTGTAGETC AGATOTAACA CAACTCAAGA AACTAAGRCOC CAGCGTATTT ATCTTTCSTAA ATARACSCTTT CGTTEGAATTC
DBE6 HOTEE —=-----—rm= scesre—cee oo e=ce= —ce-c-e=- TR S S o e oy Co AR L1 AT
(hy DBY intron 7
DBY7 10 20 *30 40 50 &0 70 BO a0 Ipo
DEY7 wolf GGTCCAGGAG AGGCTTTGAA GOCTSTGEAAG GTARAGATTG ATTTCCCTCT ARAATARGTT GTTGGCATAG AAARACGCTTC ATARATATAA GTT-G-AGAC
BHYT HOTOE  .axesasaam e s s &alases s basemie s T C ==—=A T G- T T 2 ToO8 Bovenso O .. JAG.TEE

10 DBYTIV 120

Figura 10. Localizacdo dgsimersdeintronsespecificos para sexagem de canideos
descritos por Seddon (2005). ArimersDBX6 e DBY7 sao exibidos em negrito.

4.6 Estimativa da diversidade genética

Para as analises de equilibrio de Hardy-Weinbergersldade e frequéncia
alélica, heterozigosidades esperada e observadatilipado o programa GENEPOP
versao 4.0 (ROUSSET, 2007). O teste de equilibeicHdrdy-Weinberg foi realizado
utilizando o “exact test”, no qual a hipétese néilde unido aleatéria dos gametas. O
algoritmo da Cadeia de Markov é utilizado pelo paota e a simulacédo pelo método de
Monte Carlo. Para analises multiplas foi utilizamlacorrecdo de Bonferroni (RICE,

1989).
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O desequilibrio de ligagdo entre os locos tambéncditculado utilizando o
programa GENEPOP verséo 4.0. Nesse teste é cnaddabela de contingéncia para
todos os pares de locos e é entéo realizado umdegprobabilidade para cada par de
locos. O programa FSTAT (GOUDET, 1995) foi utlipagpara a obtencdo da
diversidade génica, riqueza alélica e do coefieieted endocruzamentéif) (WEIR;
COCKERHAM, 1984).

Para a verificacdo da existéncia de eventos detfilmggdecentes, como gargalo
populacional, foi utilizado programa Bottleneck (PIRY et al., 1998ara as analises,
foi escolhido o teste de/ilcoxon o qual é possivel de ser utilizado para meno20de
locos e possui alto poder estatistico. Foi utiizadnodelo de mutacdwo phasgTP)

estabelecido de acordo com o recomendado por Paly @999).

4.7 Andlise de parentesco

Para estimar o grau de parentesco e as relagdestfe os individuos de lobo-
guara foi utilizado o programa ML-Relate (KALINOWSKt al, 2006). O programa
fornece quatro tipos de relagdes: (i) ndo reladosgU), (ii) meio-irméos (HS), (iii)
irmaos completos (FS) e (iv) pais e filhos (POhdeeque os valores mais proximos de
zero sdo indicativos de nao relacionados e quanmis proximos os valores eram de
0,5, maior o grau de parentesco (pais e filhosméas completos).

Considerando-se que nado existia um grupo de amic@n relacionamentos
conhecidos para servir de modelo para calibraiograma, o objetivo desta analise foi
verificar a existéncia de animais relacionados me& &le estudo, ao invés de definir

categorias exatas de parentescos.
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5 RESULTADOS

A extracao do DNA das 41 amostras de fezes anakdad realizada com éxito.
Dentre o painel utilizado de sete pares ptamers de microssatélites ndo houve
amplificagédo dos locod132 e 2137, sendo, portanto, descartados dasemali

As melhores amplificacdes obtidas foram para ososutinco locos:2088,
2001, 2018, 2054 e 2140 e todos estes se mostpmiamorficos.

O tamanho e o nimero de alelos encontrados foraitages aos encontrados na
literatura (FONTOURA-RODRIGUES et al., 2008)rabela 5). A freqiiéncia de erro
por ndo amplificacdo alélical{elic dropou) no total de replicacbes das genotipagens
foi igual a 16,2%. A probabilidade de identidadg )fotal foi de: B sips= 0,8 x 10°e
Pio unbias= 0,159 x 10° (Tabela 6).

Foi avaliada a existéncia do desequilibrio de Bgapara cada par de locos
(Tabela 7). Nenhum valor de probabilidade mostmsignificativo apos a correcao de
Bonferroni, e todos os locos podem, entéo, sernderalos independentes.

Dentre as 41 amostras de fezes analisadas foramtifichkdos 13 individuos
distintos deChrysocyon brachyurusa Estacdo Ecologica do Jatai (Tabela 8) (Figura
11); foi encontrada uma média de riqueza alélicavaler 5,4. As heterozigosidades
médias esperadas e observadas foksers 0,72 eHo = 0,52 (Tabela 9).

Nas andlises do equilibrio de Hardy-Weinberg foearoontrados trés locos que
apresentaram desvios apos a corre¢cdo de Bonfelwoos: 2018, 2054 e 2140 (Tabela
10). As analises realizadas no programa Bottlemaoktraram auséncia de gargalo

populacional na populacéo estudada.
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Com relacdo ao grau de parentesco dos individuesjas r variou de 0,000
(n&o parente) até 0,5253 (pai e filho / irméos detop), indicando que existem animais
relacionados na area.

Nas tentativas de andlises de seqienciamento ndee hamplificacdo dos
fragmentos de DNA mitocondrial (mtDNA). Os test@sgpa determinagcdo do sexo nas
amostras de€. brachyurusndo demonstraram resultados satisfatérios, umajvezs
fragmentos esperados nao foram amplificados emunerdos testes realizados e para

nenhuma das amostras utilizadas.

Tabela 5. Freqliéncia alélicas observadas paradaaala
Populacao de lobos-guara na EEJ (n=13)

Locos Alelos Frequéncia
112 0,154
2088 116 0,5
132 0,346
150 0,077
154 0,346
2001 162 0,192
170 0,192
174 0,192
161 0,077
169 0,077
2018 173 0,231
177 0,538
181 0,077
150 0,077
154 0,269
166 0,231
2054 170 0,077
174 0,115
178 0,231
138 0,231
142 0,192
150 0,038
154 0,077
2140 158 0,038
160 0,077
172 0,038
176 0,308
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Tabela 6. Variagédo dos alelos (em pares de basksparaChrysocyon
brachyurusna regido do estudo para os cinco locos de mie@gss. (PID)
unbias e sibs levando em considerag&o o tamanhstiaingor loco e total e taxa
deallelic dropoutpor loco e total.

Loco Variagdo no tamanho Ndmero de Puo) Pup) Allelic
dos alelo (pb) alelos unbias sibs dropout
2088 112 - 132 3 0,00000124 0,01275 28%
2001 150 - 174 5 0,00006013 0,05328 16%
2018 161 - 181 5 0,000006476 0,02525 14%
2054 150-178 6 0,001105 0,1360 12%
2140 138 -176 8 0,02994 0,3675 11%
Total - 5,4 0,159 x 10° 0,8 x 10° 16,2%

Tabela 7. Analise da ocorréncia de desequilibribigdgdo para cada par de
locos e os respectivos valores de P.

Pares de locos Valores de P
2088 x 2001 0,743872
2088 x 2018 0,181548
2001 x 2018 1,000000
2088 x 2054 0,946444
2001 x 2054 0,479117
2018 x 2054 0,895462
2088 x 2140 1,000000
2001 x 2140 1,000000
2018 x 2140 0,721552
2054 x 2140 0,019141

Tabela 8. Amostras dos 13 individuos os alelos ficgalos para cada um dos cinco
locos estudados.

Alelo(s) por loco

Individuos Amostras 2088 2001 2018 2054 2140
M1, M15, M30,
1 M31, M39 116 162 - 170 177 178 176
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Continuacéo (Tabela 8)

M2, M3, M4, M5,
M6, M9, M10, M17,

2 M18, M19, M22, 116 - 132 154 - 162 177 174 142
M24, M29, M32,
M34, M36, M40

3 M7, M12, M21 112 - 132 162 - 174 177 154 -166 18382
4 M8 132 174 169 - 177 178 176
5 M11, M28 116 154 - 174 169 - 173 166 - 170 138

6 M13, M33 112 170 177 - 181 154 154 - 176
7 M14, M16 116 - 132 150 - 154 173 178 176

8 M20, M27 116 154 - 162 161 - 181 154-166 1386 16
9 M23 116 - 132 154 173 154-170 150-176
10 M25, M26 116 - 132 154 - 162 161 -173 154 - 166 813
11 M35, M37 116 - 132 150 - 174 177 150-166 1546 16
12 M38 112 - 132 170 177 154 -166 138 — 142
13 M41 116 154 177 150 - 174 142

Tabela 9. Diversidade genética para a populacactaada.
Locos l_\ll]r_ngro de Numero I,?i_queza Heterozigosidade Heterozigozidade
individuos  de alelos Alélica (RA) esperada (He) observada (Ho)

2088 13 3 3,000 0,61 0,54

2001 13 5 5,000 0,76 0,62

2018 13 5 5,000 0,64 0,38

2054 13 6 6,000 0,80 0,62

2140 13 8 8,000 0,80 0,46

Média 13 54 54 0,72 0,52

Tabela 10. Caracterizacao dos locos analisadogelagéo aos desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg e o coeficiente decgjainia.

Locos Desvios do equilibrio Desvio-padréo (SE) Coeficiente de
(PHW) endogamia(Fs)

2088 0,1537 0,0003 0,152
2001 0,1731 0,0006 0,232
2018 0,0096 0,0002 0,431
2054 0,0017 0,0001 0,264
2140 0,0015 0,0001 0,455
Média - - 0,311
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Figura 11. Localizacdo das amostras fecaiS.deachyurusoletadas na EEJ individualizadas.
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6 DISCUSSAO

As extracOes de DNA das amostras de fezes anaigatam realizadas com
sucesso, reiterando a eficiéncia das analises igasébdo invasivas, na qual com
poucos gramas de material é possivel encontrartiades suficientes de DNA para
analises provenientes de milhares de células daosaudntestinal do animal
(ALBAUGH et al., 1992).

S&o evidentes as vantagens dos meétodos alternati@os invasivos, por
exemplo: tornar a obtencdo das amostras um processos desgastante, tanto para o
pesquisador quanto para os animais, além de pegsitidos populacionais de grandes
carnivoros por meio de marcadores moleculares en@Emo tempo, minimizar o
impacto desses estudos nas populacdes (MORIN; WQBBR 1996; KOHN;
WAYNE, 1997; MIOTTO et al., 2007a).

Além do numero reduzido de sucesso na amplificafB®@NA mitocondrial
(mtDNA) das amostras testadas, ainda foi obserdzalaa eficiéncia, jA& que o0s
fragmentos de mtDNA que foram amplificados erambdéa qualidade e pouco
confiaveis, o que nao permitiu realizar o diagrastienético da espécie de origem.

As amostras fecais coletadas foram devidamentéifidadas de acordo com as
caracteristicas morfolégicas e odores caractaysstc distintivos para a espécie e foi
decidido pela néo insisténcia nas tentativas dgndstico genético da espécie, ja que a
realizacdo de mais analises acarretaria em aumeaissderaveis nos custos e tempo
da pesquisa.

Dentre o painel de sete pares pemers de microssatélites utilizados na
pesquisa, e desenvolvidos inicialmente para o acfpédtico Canis familiarig por
Franciscoet al (1996), mas que apresentam alta especificidade #&rachyurus
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(FONTOURA-RODRIGUES et al., 2008)ndo houve amplificacdo dos loc®$32 e
2137, sendo, portanto, descartados das analises.

Na pesquisa de Bruzzi (2007), avaliou-se a divadadgenética do lobo-guara
no Distrito Federal, afirmou-se que o loco 213A eslfjeito a apresentar maiores erros
de genotipagem, corroborando com o resultado erammmtno presente trabalho. Os
bons resultados foram obtidos na amplificacdo dosd: 2088, 2001, 2018, 2054 e
2140, e, todos esses se mostraram polimorficossibmente resultados melhores
poderiam ser alcancados com o desenvolvimentqrduers especificos paraC.
brachyurus mas esse procedimento demanda trabalhos espsaifgpesquisa, além de
possuir elevado custo financeiro.

Alguns erros de genotipagem sado mais comuns emsematjue utilizam
amostras nao invasivas devido a baixa quantidagitakdade do DNA das amostras,
como: a amplificacdo de alelos falsos que s&o piadsios) que aparecem no
eletroferograma, que ndo correspondem na realigadem alelo verdadeiro. O
pesquisador pode assim confundir-se e inferir quelelo que ndo existe é verdadeiro.

Outro fendbmeno que pode ocorrer é o chamadali@édc dropouf em que
ocorre a falha na amplificacdo de um dos dois sld®oum individuo (TABERLET et
al., 1996; GAGNEUX et al., 1997; GOOSSENS et 4998; MORIN et al., 2001,
PRUGH et al.,2005). Tais falhas podem levar a uma individuafpagrronea das
amostras e prejudicar a confiabilidade dos resodtaghcontrados para o tamanho
populacional estimado (MORIN et al., 2001; MIOTTZD07a).

Para contornar o problema dbelic dropoutforam realizadas, ao menos duas,
réplicas para cada genotipagem de heterozigot@® enenos trés réplicas, para 0s
homozigotos. No presente trabalho foi revelada taxa média de n&do deteccéo alélica

de 16,2 %.
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A estimativa da probabilidade de identidadg) util para o planejamento de
estudos que necessitam de individualizacéo. Atrdaé®, é verificado se o numero de
locos analisados foi eficiente e suficiente pardeatificacdo de individuos, sendo que
os valores menores que 0,001 séo consideradofagatess (PAETKAU et al 1998,
WAITS et al., 2001).

No presente estudo foi verificado que os cincoodo@nalisados foram
satisfatoriamente suficientes para a individuaBpagdas amostras fecais de.
brachyurus Dessa forma, foi possivel estimar um namero apohal minimo de 13
lobos-guara na Estacédo Ecoldgica do Jatai.

Observaram-se a auséncia de desequilibrio de tgatiie os locos analisados,
isto €, os locos sdo herdados independentementeendgesando os resultados
encontrados nas analises.

Foram encontrados valores relativamente baixos aferdrigosidade par@.
brachyurus A heterozigosidade meédia observaddo)( de 0,52 é diferente da
encontrada por Bruzzi (2007h¢ = 0,74) em um estudo com populacdo desta mesma
espécie no Distrito Federal, e por Fontoura-Ro@sg(2009) o = 0,72) em estudo
com diferentes popula¢gdes @ebrachyuruso Brasil. Possivelmente esta diferenca nos
valores deve-se a diferencas no tamanho amostnal,vez que o0 numero de amostras
utilizada no presente estudo foi menor do que higados nos dois trabalhos citados
anteriormente.

No caso da heterozigosidade esperati, (os valores encontrados no presente
trabalho foram préximos aos valores encontradosspdemais autores. O valor da
heterozigose médidH€) encontrado de 0,72 é similar aqueles encontrpdo®Bruzzi

(2007) He=0,71) e por Fontoura-Rodrigues (2009 E€ 0,75).
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A média de alelos por loco encontrada de 5,4 ¥ do valor observado por
Bruzzi (2007) (5,8 alelos por loco), que tambéntiaatii cinco locos em seu trabalho,
sendo trés desses também testados no presentbdr@@32, 2054 e 2088rontoura-
Rodrigues (2009) utilizou um nimero maior de lo¢%), sendo sete deles os mesmos
locos testados neste trabalho, encontrando paga essga média de 9,71 alelos por loco.
Esses foram os Unicos trabalhos que foram encastraa literatura consultada em que
€ investigada a diversidade genética da espécie.

Nas andlises do equilibrio de Hardy-Weinberg, liméss apresentaram desvios,
uma hipotese que deve ser levada em consideragd®e ésses desvios possam ter sido
causados pelo numero amostral reduzido ou aindanenor grau, pela presenca de
alelos nulos ou endogamia.

Os valores deFis foram significativos para todos os locos na pogida E
possivel que esses valores sejam indicativos demiamostral baixo ou ainda algum
grau de endogamiaSegundo Rodden et al. (2004), os lobos-guara saaleszs
solitarios, que se juntam aos casais apenas na égodutiva. Sao territoriais, com o
casal partilhando a mesma area de vida, sendo &ssssexclusivas, com nenhuma ou
pouca sobreposicdo entre areas de casais vizirDasT{, 1984). Portanto, esse
resultado sugere que a fragmentacéo e o isolantentovea de conservacdo estudada
podem influenciar no comportamento natural de dsfme dos animais adultos e isso
pode gerar problemas na populag¢do, como a endog@oméudo, as analises realizadas
no programa Bottleneck ndo mostraram nenhum edigitgargalo populacional, o que
pode indicar a influéncia no resultado devido amnex® relativamente baixo de
amostras utilizadas para essa analise.

Os testes para a determinacdo do sexo das amdstr@s brachyurusnéo

demonstraram resultados satisfatorios, uma veos/dimgmentos esperados nao foram
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amplificados em nenhum dos testes realizados engariauma das amostras utilizadas.
Esse resultado € importante para demonstrar a géade e a importancia do
desenvolvimento derimers especificos para a sexagem de amostras genétioas de
brachyurus Na literatura pesquisada, ndo foram encontraddsithos de determinacgao
de sexo para a espé€iebrachyurus

A determinacédo do tamanho populacional minim&Cdérachyurusna area da
EEJ fornece dados para novas pesquisas e podeutilzados para implantacdo de
planos de manejo e conservacdo da espécie, bem @arsoa area de ocorréncia e
entorno, com o propdsito da manutencdo das popdagfiesses animais e da

funcionalidade de suas areas de vida.

7 CONCLUSOES

* O meétodo de genotipagem de microssatélites de essasiio invasivas foi aplicado
com sucesso em amostras de fezes de lobo-guara;

* Mesmo inserida em uma paisagem altamente fragnentadarea da Estacdo
Ecoldgica do Jatai ainda mantém uma populacaobds{guara;

* A pesquisa determinou que a Estacdo Ecoldgicatdéealariga, ao menos, 13 (treze)
individuos distintos d€. brachyurus

» Dois dos cinc@rimersde microssatélites isolados inicialmente para odcnéstico
(primers heterdlogos) e utilizados na pesquisa, esses mamfoapazes de amplificar
com sucesso 0 DNA fecal @ brachyurus;

» Os primers de introns especificos para determinacdo do sexo em canic@os
amplificaram os fragmentos de tamanho esperados @aespécieC. brachyurus

demonstrando a necessidade e a importancia naigestgprimerspara a sexagem de
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amostras genéticas de& brachyurus uma vez que até o momento ndo existem na
literatura pesquisada qualquer estudo com sucessexagem de amostras da espécie;

* A variacdo genética encontrada foi relativamenteah@om trés locos desviando do
equilibrio de Hardy-Weinberg. Nenhum dos locos westiigado, e os valores dgs
foram significativos para todos os locos na pogdac

* Foi observada auséncia de gargalo populacionabnakses realizadas através do
programa Bottleneck. E provavel que os valores mmados sejam indicativos de um
namero pequeno de amostras utilizadas;

* O grau de parentesco dos individuos indicou gqueniraais relacionados na area.
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