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RESUMO 

 

O cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e o lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) são parte 

fundamental dos habitats onde ocorrem, devido às funções ecossistêmicas que ambos 

desempenham como dispersores de sementes e controladores dos tamanhos populacionais 

das suas presas. Para proteger essas espécies é necessário conhecer sua estrutura genética 

no cenário atual de paisagens antropizadas e altamente alteradas. Dentro deste contexto, 

este trabalho pretendeu reunir informações genéticas, biológicas e ecológicas das duas 

espécies a partir de uma abordagem genético-molecular. Assim, foram comparadas as 

densidades e os tamanhos populacionais, foi avaliada a distribuição da variação genética e 

a estrutura populacional, assim como possíveis limitações de dispersão ligadas ao sexo e, 

finalmente foram analisadas as relações de parentesco entre e dentro das áreas amostradas 

das duas espécies de canídeos. Para isso, foram coletadas amostras de tecido, sangue e 

fezes das duas espécies em três áreas antropizadas de três estados das regiões centro-oeste 

e sudeste do Brasil: Mato Grosso do Sul, Goiás e São Paulo. O DNA total das amostras 

foi extraído e amplificado para identificação das espécies (utilizando mtDNA), para 

sexagem (empregando genes nucleares) e para análises genético-populacionais (usando 

microssatélites). Todos os 122 indivíduos de cachorro-do-mato pertencem a três 

populações, que correspondem às áreas de estudo. Os valores de relação de parentesco 

entre os cachorros-do-mato são altos e existem indivíduos migrantes entre as áreas 

estudadas. Para o lobo-guará (N=93) foram encontradas duas populações: uma em São 

Paulo e outra em Mato Grosso do Sul e Goiás. As duas populações identificadas não 

mostraram sinais de isolamento populacional. Podemos afirmar que existe uma correlação 

positiva entre as distâncias geográfica e genética, que resulta em isolamento por distância 

para ambas as espécies. O tamanho dos fragmentos não foi tão importante, porém o estado 

de conservação da paisagem e o nível de permeabilidade causaram fortes impactos na 

diversidade genética de ambas espécies. Assim, paisagens mais alteradas, antropizadas e 

menos permeáveis, como as das áreas do estado de São Paulo, mostraram reduções na 

diversidade genética, principalmente em lobo-guará, espécie solitária, mais sensível e com 

densidades populacionais menores. Nenhuma das espécies apresentou sinais de filopatria 

ou dispersão preferencial para os sexos.  

Palavras-chave: Amostras não invasivas. Densidade populacional. Estruturação 

populacional. Isolamento por distância. Microssatélites. mtDNA.  



 

 

ABSTRACT 

 

The Crab-eating fox (Cerdocyon thous) and the Maned Wolf (Chrysocyon brachyurus) are 

a fundamental part from the habitats where they occur, due to the ecosystemic functions 

they play, as seed dispersers and controlling the population size of their preys. In order to 

protect these species is necessary to know about its genetic population structure in the 

current scenario of anthropized and highly transformed landscape. In this context, this 

work aimed to gather genetic, biological and ecological information for both species from 

molecular-genetic approach. Thus, we assessed and compared population sizes and 

densities, we evaluated genetic variation distribution and population structure, besides we 

evaluated possible sex-biased dispersion, and finally relatedness between and within 

sampled areas for both canids species. For that propose, we collected tissue, blood and scat 

samples of both species in three anthropic areas of three states in the central-west and 

southeastern regions of Brazil: Mato Grosso do Sul, Goiás and São Paulo. We extract the 

total DNA and amplify it for species identification (using mtDNA), for sexing (using 

nuclear genes) and for population genetic analyses (using microsatellites). A total of 122 

Crab-eating foxes belonging to the three different sampled populations were studied. The 

relatedness values to Crab-eating foxes were high and migrant individuals are present 

among the studied areas. We found two populations for the Maned Wolfs (N=93): one 

including the São Paulo state individuals and the other one including Mato Grosso do Sul 

and Goiás individuals. The two identified populations showed no population isolation. We 

found a positive correlation between the geographic and genetic distances, resulting in 

isolation by distance in both species. Fragment size was not so important, while landscape 

conservation status and permeability level cause strong impacts on the genetic diversity of 

both species. Thus, more altered, anthropized and less permeable landscapes, such as the 

São Paulo state, showed genetic diversity reduction, mainly in the Maned Wolf, a solitary, 

more sensitive and a lower population density species. None of the species showed 

philopatry evidence or preferential dispersion for neither sex. 

 

 

 

Keywords: Isolation by distance. Microsatellites. mtDNA. Non-invasive samples. 

Population density. Population structure.   
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1 APRESENTAÇÃO 

 

A presente tese é uma contribuição para o entendimento de aspectos biológicos dos 

canídeos cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) a partir 

de uma abordagem genético-molecular. Para isso, a tese será apresentada em três capítulos 

utilizando-se uma abordagem em ecologia molecular (Capítulo 1), outra em genética 

populacional (Capítulo 2) e a última baseada nas relações de parentesco dos indivíduos destas 

espécies (Capítulo 3). As hipóteses testadas estão apresentadas, separadamente, em cada 

capítulo, os quais resultarão em diferentes artigos científicos. 

Na primeira abordagem foram utilizadas amostras de fezes para obter material genético 

das espécies estudadas. Com o DNA obtido destas amostras, primeiramente, confirmamos a 

espécie que depositou as fezes, realizamos a individualização dessas amostras e avaliamos as 

dinâmicas populacionais das espécies, utilizando os tamanhos populacionais e suas 

densidades em diferentes remanescentes de vegetação natural do estado de São Paulo (Brasil). 

Além disso, identificamos a distribuição dos indivíduos na paisagem e suas relações de 

parentesco. 

No segundo capítulo, foram utilizados diferentes tipos de amostras, a saber: sangue de 

animais capturados, tecido de animais atropelados e fezes por amostragem não invasiva. O 

material genético extraído a partir deste tipo de amostras foi utilizado para entender melhor a 

estrutura genético-populacional de cada uma das espécies em paisagens antropizadas dos 

estados de Goiás, Mato Grosso do Sul e São Paulo. O capítulo foi organizado em duas seções, 

correspondentes a cada uma das espécies, para que as mesmas fossem analisadas 

detalhadamente. 

Para finalizar, no capítulo 3 buscamos entender os padrões de distribuição, avaliamos a 

estrutura genético-espacial e limitações de dispersão ligados ao sexo nas duas espécies de 

canídeos, numa área antropizada do estado de Goiás, a partir das relações de parentesco entre 

os indivíduos. 

Em síntese, nosso estudo mostrou que as informações genético-moleculares, interpretadas 

à luz dos aspectos biológicos e ecológicos, considerando a paisagem na qual as espécies estão 

inseridas, nos permitem entender melhor a biologia dessas espécies e inferir sobre as 

consequências genéticas em ambientes altamente fragmentados e antropizados como nos que 

elas ocorrem.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Os biomas 

O Brasil é considerado um dos 17 países megadiversos do mundo. Abriga uma grande 

porção da biodiversidade do planeta, entre 15 a 20%. Essa porcentagem é estimada como alta, 

principalmente, se consideramos que é possível que grande parte da biodiversidade brasileira 

seja desconhecida para a ciência (MMA, 2002). 

Apesar do título de país megadiverso e da quantidade de biodiversidade abrigada nos 

biomas, a maior parte deles está fortemente afetado. Dois biomas que têm sofrido fortemente 

com as ações do homem e a transformação da paisagem são o Cerrado e a Mata Atlântica, 

chegando a uma redução da sua área original de 80% e 92,5%, respectivamente (KLINK E 

MACHADO, 2005; RIBEIRO et al., 2009). 

Tanto o Cerrado como a Mata Atlântica são ecossistemas classificados como hotspots para 

conservação (MITTERMEIER et al., 1999), devido à riqueza e alto número de endemismos 

que apresentam e ameaça em que se encontram. Segundo Myers et al. (2000), o Cerrado 

abriga 1,5% do total de plantas endêmicas e 0,4% dos endemismos globais de vertebrados, 

enquanto que a Mata Atlântica contem 2,7% do total global de plantas endêmicas e 2,1% do 

total de endemismos de vertebrados. 

 

2.1.1 Cerrado 

Depois da Amazônia, o Cerrado é o maior bioma em superfície da América do Sul e um 

dos mais ameaçados do continente. As fitofisionomias vegetais presentes na área são 

compostas de campo limpo, campo sujo, cerrado sensu stricto, cerradão, florestas 

semidescídua e matas ciliares apenas próximas a rios ou isoladas em pequenos fragmentos 

(CARDOSO DA SILVA E BATES, 2002).  

O Cerrado ocupa uma área um pouco maior que dois milhões de quilômetros quadrados, 

quase 21% do território brasileiro (BORLAUG, 2002). Ocorre nos estados de Goiás, Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul e ocupa porções dos estados de Piauí, Maranhão, Bahia, Minas 

Gerais, Tocantins, São Paulo e Paraná. 

Apresenta duas estações bem marcadas, inverno seco (abril-setembro) e verão chuvoso 

(outubro-março), suas temperaturas variam entre 22 e 27°C e a precipitação média anual é de 

1500 mm (KLINK E MACHADO, 2005). 
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Os solos são geralmente profundos e de baixa fertilidade (MANTOVANI E PEREIRA, 

1998). Apesar disso, é considerada a savana tropical com maior riqueza de espécies no mundo, 

possuindo aproximadamente 7000 espécies de plantas e 199 espécies de mamíferos (KLINK 

E MACHADO, 2005). 

Apesar de sua importância, mais da metade da área do Cerrado tem sido transformada para 

pastagem, atividades agrícolas e outros usos nos últimos anos (KLINK E MOREIRA, 2002; 

MACHADO et al., 2004; KLINK E MACHADO, 2005), enquanto que as áreas 

remanescentes permanecem sob a forma de numerosos fragmentos e a maioria deles encontra-

se isolado. Além da transformação da paisagem, uma pratica comum antes de começar a 

lavoura é a queima das áreas de cultivo para preparo do solo (KLINK E MOREIRA, 2002). 

Mesmo que o fogo possa originar-se de maneira natural no Cerrado e que este estimule a 

germinação de algumas sementes (EITEN, 1972), a escala e a intensidade das queimadas 

provocadas pelo homem afetam a fauna e flora do Cerrado. A prática resulta em perda de solo 

por erosão, poluição hídrica e atmosférica, assim como queima de plantas e animais nativos, 

afetando diretamente a biodiversidade (MANTOVANI E PEREIRA, 1998; KLINK E 

MOREIRA, 2002). 

 

2.1.2 Mata Atlântica  

A Mata Atlântica é o terceiro bioma em superfície. Originalmente ocupava, 

aproximadamente, 150 milhões de hectares (RIBEIRO et al., 2009), 17% do país. Ocorre nos 

estados de Espírito Santo, São Paulo, Santa Catarina, Paraná, Rio de Janeiro, e parcialmente 

os estados de Rio Grande do Norte, Ceará, Paraíba, Piauí, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas 

Gerais, Goiás, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (RIBEIRO et al., 2009).  

Assim como o cerrado, apresenta diferentes fitofisionomias vegetais compostas por 

Floresta Ombrófila Densa (Mata Atlântica sensu stricto), Floresta Ombrófila Mista (Mata de 

Araucária) e Floresta Estacional Semidecidual e Decidual (Mata Seca, Mata Atlântica do 

Interior, ou Mata de Planalto), além dos campos sulinos e as áreas de influência flúvio-

marinha (manguezais e restingas) (MMA, 2002).  

O clima predominante é o tropical úmido, mas existem outros microclimas dependentes 

das fitofisionomias da mata. Apresenta temperaturas médias elevadas durante o ano todo, 

assim como também a média de umidade relativa do ar é elevada. A precipitação anual muda 

dependendo da localização das florestas, as áreas do litoral apresentam uma maior 

precipitação recebendo mais de 4000 mm de chuva ao ano, enquanto que as florestas 
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localizadas no interior do continente recebem aproximadamente 1000 mm ao ano (CÂMARA, 

2003). 

A fauna e flora da Mata Atlântica incluem de 1 a 8% do total de espécies do mundo (SILVA 

E CASTELETI, 2003). Estima-se que na Mata Atlântica existam 20000 espécies de plantas, 

261 espécies de mamíferos, 688 espécies de aves, 200 espécies de répteis, 280 espécies de 

anfíbios e que ainda faltam muitas mais por serem descritas (MITTERMEIER et al., 1999; 

SILVA E CASTELETI, 2003). Considerando o número de espécies endêmicas a importância 

deste bioma cresce, pois se estima que oito mil espécies vegetais, 39% dos mamíferos, 160 

espécies de aves e 183 de anfíbios são endêmicas da Mata Atlântica (MITTERMEIER et al., 

1999; SILVA E CASTELETI, 2003). 

Atualmente, estimativas apontam que 70% da população brasileira mora na área de 

domínio da Mata Atlântica, fazendo com que este bioma seja um dos tipos de floresta tropical 

mais ameaçados, principalmente pelo desmatamento a qual está sujeito. Somente 11 a 16 % 

da área original da Mata Atlântica permanece como remanescentes, a maioria desses 

fragmentos apresentam áreas menores a 100 hectares (RANTA et al., 1998), estão dispersos 

e, na maioria dos casos, isolados (TABARELLI et al., 2005). 

Tanto o Cerrado como a Mata Atlântica abrigam diferentes espécies que podem ser 

indispensáveis para a conservação, principalmente devido a que algumas delas são 

carismáticas e despertam o interesse da população. Ações de conservação com as espécies 

que habitam nesses biomas, como com espécies de mamíferos que usualmente são mais 

carismáticas, podem levar à conservação geral dos ambientes. 

 

2.2 Espécies estudadas 

Os mamíferos são parte fundamental dos ecossistemas, pois modificam a paisagem devido 

à dispersão e predação de sementes, consumo de folhagem e frutos, por servirem como fonte 

de alimento para predadores, assim como, quando predadores, por serem controladores dos 

tamanhos populacionais de outros animais (ESTES et al., 2011; RIPPLE E BESCHTA, 2012; 

RIPPLE et al., 2013). Além da importância dos serviços ecossistêmicos, algumas espécies do 

grupo podem ser consideradas como espécies-bandeira e/ou espécies guarda-chuva 

(ROBERGE E ANGELSTAM, 2004), aumentando seu valor para conservação de biomas 

altamente afetados, como são o Cerrado e a Mata Atlântica.  

Dentre os mamíferos, os carnívoros são mais vulneráveis à extinção devido a maioria deles 

apresentar baixas densidades e pequenas populações pelo nível trófico que ocupam, assim 
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como necessidade de grandes áreas de vida (NOSS et al., 1996; WOODROFFE E 

GINSBERG, 1998). A ordem é composta por espécies que apresentam grande diferença 

quanto ao tamanho, forma, hábitos de vida e dieta, podendo esta última ser estritamente 

carnívora, onívoro-frugívora ou onívora-insetívora (REIS et al., 2011).  

A família Canidae, representante da ordem Carnívora, está distribuída ao longo do mundo 

com 36 espécies. Os canídeos sul-americanos têm sido caracterizados por apresentarem 

monofilia (WAYNE et al., 1997; LINDBLAD-TOH et al., 2005), assim como alto 

endemismo. Sendo que 11 das 12 espécies ocorrem unicamente na América do sul e apenas 

uma, a raposa cinza (Urocyon cinereoargenteus), estende sua distribuição até a América do 

Norte. A origem e diversificação da família deram-se na América do Norte há 

aproximadamente seis milhões de anos (WAYNE et al., 1997). Inicialmente, separaram-se o 

lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) e o cachorro-vinagre (Speothos venaticus) dos outros 

canídeos (WAYNE et al., 1997; LINDBLAD-TOH et al., 2005), seguido por eventos de 

separação de um antecessor do cachorro-de-mato-de-orelha-curta (Atelocynus microtis), do 

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e do resto dos canídeos sul-americanos, entre 0,9 a 3 

milhões de anos (WAYNE et al., 1997; LINDBLAD-TOH et al., 2005; TCHAICKA, 2006). 

A alta diversidade e sucesso de adaptação atual dos canídeos sul-americanos resultam, pelo 

menos em parte, de seus hábitos oportunistas e sua capacidade de colonização (BERTA, 1982; 

BIBEN, 1983). 

 

2.2.1 Cachorro-do-mato (Cedocyon thous (Linnaeus 1977)) 

O cachorro-do-mato é um canídeo sul-americano de tamanho médio que alcança um peso 

máximo de 7 kg (Figura 3.1). Mostra uma ampla distribuição na América do Sul, ocorrendo 

desde a parte central da Colômbia e Venezuela até o Norte da Argentina, Paraguai e Uruguai, 

exceto na bacia amazônica ou regiões com alturas superiores a 2000 metros de altitude 

(BERTA, 1982; COURTENAY E MAFFEI, 2004; REIS et al., 2011).  

O cachorro-do-mato habita uma grande variedade de habitats, desde áreas de florestas 

abertas e savanas, como o cerrado, até aqueles mais fechados incluindo bosques tropicais e 

subtropicais, como a Mata Atlântica. É considerada uma espécie tolerante a mudanças 

ambientais permanentes, e inclusive, ocupa áreas que apresentam atividade humana intensa 

(JUAREZ E MARINHO-FILHO, 2002; JÁCOMO et al., 2009). 
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Figura 2.1. Cachorro-do-mato (Cerdocyon thous). 

 
Fonte: www.arkive.com 

 

Ao longo da sua distribuição, cinco subespécies têm sido reconhecidas morfologicamente 

(C. t. entrerianus; C. t. azarae; C. t. thous; C. t. aquilus; C. t. germanus) (CABRERA, 1931; 

BERTA, 1982) sendo três delas reconhecidas para o Brasil (C. t. entrerianus; C. t. azarae; C. 

t. thous). Entretanto, Tchaicka et al. (2007) reconhecem, no país, a existência de dois clados 

utilizando marcadores moleculares: um que ocorre ao norte, incluindo ecorregiões como a 

Caatinga e a porção norte da Mata Atlântica; e o outro ao sul no Cerrado, Pantanal e no sul 

da Mata Atlântica. A porção leste da Amazônia inclui indivíduos da espécie dos dois clados.  

Reis et al. (2011) afirmam que é uma espécie social monogâmica, territorial e gregária. 

Usualmente, nas savanas, os cachorros-do-mato vivem em grupos familiares que incluem uma 

fêmea, um macho adulto e sua prole (MONTGOMERY E LUBIN, 1978). Enquanto que na 

Amazônia, adultos que já dispersaram podem manter contato próximo com seus pais 

(MACDONALD E COURTENAY, 1996). Os adultos compartilham a defesa territorial, o 

cuidado dos filhotes e se higienizam mutuamente (BIBEN, 1983). Os casais forrageiam 

juntos, algumas vezes com a prole, embora não de forma cooperativa. Frequentemente, a 

espécie apresenta uma proporção sexual de 1:1(MONTGOMERY E LUBIN, 1978).  

Podem ter mais de uma cria ao ano, com uma ninhada de 3 a 6 filhotes, que são 

amamentados durante noventa dias (RUIZ-GARCIA E SHOSTELL, 2013). Depois de cinco 

ou seis meses alcançam a independência e os adultos jovens procuram locais para se 

estabelecer. As áreas de vida dos machos adultos podem dobrar o tamanho das áreas da de 
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vida das fêmeas, sendo que usualmente os primeiros apresentam áreas de até 11,11 km2, 

comparado com as áreas das fêmeas que alcançam 4,56 km2 (REIS et al., 2011). Pelo método 

de captura-recaptura em uma unidade de conservação no sudeste do Brasil (Parque Estadual 

de Itapuã, Rio Grande do Sul) foi calculada uma densidade de 0,78 indivíduos/km2 (FARIA-

CORRÊA et al., 2009), enquanto que no Cerrado foi calculada uma densidade menor, de 0,55 

indivíduos/km2 (DESBIEZ et al., 2010).  

Os cachorros-do-mato apresentam uma dieta onívora generalista. Tipicamente se 

alimentam de artrópodes, frutos e mamíferos pequenos, principalmente roedores, pássaros e 

anuros, assim como de carcaças de animais (MONTGOMERY E LUBIN, 1978; BUENO E 

MOTTA-JUNIOR, 2004). Pela grande quantidade de frutas e sementes que os indivíduos 

consomem são considerados dispersores de sementes (BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004; 

REIS et al., 2011). Bueno e Motta-Junior (2004) mostraram que a dieta da espécie varia 

sazonalmente, consumindo uma maior quantidade de frutas na temporada de chuva e maior 

quantidade de insetos na seca. Entretanto, Massara et al. (2016) reportaram que as estações 

influenciam pouco na mudança de ocupação das áreas e na detecção da espécie. 

Embora a espécie esteja classificada como pouco preocupante (LC) pela IUCN e pelo 

Ministério do Meio Ambiente (MMA) (GINSBERG E MACDONALD, 1990; IUCN, 2016), 

é importante destacar que os indivíduos estão expostos a diferentes ameaças como, por 

exemplo, a perseguição por fazendeiros, transmissão de doenças por animais domésticos e 

uma alta taxa de atropelamentos (BERTA, 1982; GINSBERG E MACDONALD, 1990; 

VIEIRA, 1996) e inclusive podem ser mortos por ataques de cachorros domésticos 

(FERREIRA A. N. PERS. COMM. 2015). Além disso, é importante destacar que estes 

problemas são mais evidentes em ambientes altamente antropizados, como os que atualmente 

eles ocupam. 

 

2.2.2 Lobo-guará (Chrysocyon brachyurus (Illiger 1815)) 

O lobo-guará é considerado o maior canídeo nativo da América do Sul, tem em média uma 

altura de 80 cm e alcança um peso entre 20 e 33 kg (REIS et al., 2011; GAMBARINI E 

PAULA, 2013) (Figura 3.2). A espécie ocorre em grande parte do território brasileiro e em 

algumas regiões de países adjacentes como no sudeste peruano, norte e leste da Bolívia, no 

leste do Paraguai e, norte e nordeste da Argentina (REIS et al., 2011). Embora a sua presença 

fosse documentada para o Uruguai, a ausência de visualizações atuais parece indicar que ele 

está extinto nesse país (IUCN, 2016). 
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Figura 2.2. Lobo-guará (Chrysocyon brachyurus). 

 
Fonte: www.arkive.com 

 
O lobo-guará apresenta uma menor distribuição em relação ao cachorro-do-mato, pois o 

mesmo é considerado típico de savanas abertas, encontrando-se principalmente no Cerrado 

brasileiro (CARVALHO, 1976; REIS et al., 2011). No entanto, o desmatamento tem 

permitido a colonização de outros biomas como Campos do sul, Caatinga e Mata Atlântica 

(GAMBARINI E PAULA, 2013). 

Possui áreas de vida que podem variar de 6,0 a 115 km2, com uma média de 50 a 70 km2 

(REIS et al., 2011), tanto para machos como para fêmeas (GAMBARINI E PAULA, 2013). 

Durante os primeiros meses com os filhotes as áreas de vidas das fêmeas diminuem, chegando 

algumas vezes à metade. Nesse mesmo período, as áreas dos machos também apresentam 

variações no tamanho, mas essa diminuição não é tão acentuada (GAMBARINI E PAULA, 

2013). Alguns estudos calcularam valores de densidade para a espécie em diferentes áreas 

protegidas; Rodrigues (2002) estimou uma densidade de 0,1 indivíduos/km2 na Estação 

Ecológica Águas Emendadas (Distrito Federal), e Ramalho et al. (2014) encontrou a mesma 

densidade (0,1 indivíduos/km2) na Estação Ecológica do Jataí (SP), Silveira (1999) calculou 

0,05 indivíduos/km2 no Parque Nacional das Emas (Goiás), enquanto que Trolle et al. (2007) 

numa área particular de Cerrado em Minas Gerais reportou 0,03 indivíduos/km2. A proporção 

sexual reportada para a espécie é de 1:1 (MOEHLMAN, 1986).  

Dentro da família dos canídeos, é considerada uma das espécies menos sociais (BIBEN, 

1983), sendo que os machos e fêmeas apresentam uma forte associação somente durante a 
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temporada reprodutiva e por algum tempo após o nascimento dos filhotes (BIBEN, 1983). 

Embora solitários, machos e fêmeas compartilham o território que, em alguns casos, se 

sobrepõem totalmente (GAMBARINI E PAULA, 2013). Em geral, os casais são formados 

para toda a vida, porém, quando um morre o outro animal pode formar um novo par em outro 

território, às vezes, longe do seu território original (GAMBARINI E PAULA, 2013). Todavia, 

Rodden et al. (2004) definem o sistema de acasalamento da espécie como monogâmico 

facultativo. Os grupos familiares são raramente observados e o cuidado dos filhotes é 

realizado, usualmente, por somente um dos pais. 

Rodrigues (2002) e De Mattos (2003) reportaram que indivíduos de lobo-guará 

trasladados, não permanecem no novo local por mais de três dias mostrando que são 

fortemente territorialistas. Os filhotes que nascem por ninhada (de 1 - 3) permanecem na área 

de vida dos pais, até atingirem entre um ano e meio e dois anos. Depois desse período, eles 

dispersam para um novo território que pode estar localizado em áreas próximas ou distantes 

às dos pais (GAMBARINI E PAULA, 2013). 

É de grande importância para os biomas que habita, pois sua dieta omnívora oportunista 

(SANTOS et al., 2003; BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004) ajuda no equilibro do 

ecossistema por meio do controle do tamanho populacional de suas presas (insetos e pequenos 

vertebrados, como aves e roedores) e da dispersão de sementes (JUAREZ E MARINHO-

FILHO, 2002; REIS et al., 2011). Uma parte importante da sua dieta (aproximadamente 60%) 

se compõe de material vegetal e é complementada com pequenos mamíferos, outros 

vertebrados e insetos (BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004). A dieta está fortemente 

influenciada pela sazonalidade, principalmente no cerrado, aumentando a quantidade de 

frutos da lobeira (Solanum lycocarpum) e pequenos mamíferos na temporada seca para frutos 

e sementes de várias espécies na temporada de chuva (BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004). 

Por ser uma espécie tolerante a ambientes antropizados, os conflitos com os humanos são 

comuns e levam a perda de um número grande de animais. Em algumas regiões ainda se 

acredita que o lobo-guará pode atacar pessoas. Outras crenças dão poderes curativos a partes 

do corpo do lobo-guará. No entanto, os conflitos com fazendeiros por ataques a animais de 

criação, como galinhas, e os atropelamentos são as maiores ameaças para a espécie. 

Apesar das ameaças, o status de conservação mundial da espécie tem melhorado nos 

últimos 20 anos, passando de vulnerável para quase ameaçado (IUCN, 2016). Entretanto, isso 

é resultado, unicamente, de ações de conservação executadas ao longo da distribuição da 

espécie. No Brasil, o Plano de Ação Nacional para o lobo-guará (PAN Lobo-Guará) destaca 
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a importância de focar na conservação do habitat, resolução de conflitos com humanos e nos 

atropelamentos para preservar a espécie. 

O número pequeno de populações, o isolamento entre elas e os números populacionais 

reduzidos aumentam consideravelmente o risco de extinção das espécies. As ações de 

conservação para as espécies, em sua maioria, contemplam na conservação do habitat 

ajudando assim na conservação dos biomas onde as espécies ocorrem. Entretanto, para 

realizar ações de conservação que efetivamente ajudem às espécies é necessário conhecer a 

situação na qual elas se encontram. 

 

2.3 Genética da conservação 

O objetivo da genética da conservação é conhecer as consequências que surgem da redução 

dos tamanhos populacionais para pequenas unidades onde fatores estocásticos e os efeitos da 

endogamia são extremamente importantes (FRANKHAM et al., 2008). Fundamenta-se na 

genética evolutiva e genética quantitativa desenvolvida por Wright, Fisher, Haldane, Kimura 

e Dobzhansky. Baseados na teoria busca reduzir o risco de extinção das espécies, 

preservando-as como entidades dinâmicas capazes de se adaptarem às mudanças ambientais. 

 

2.3.1 Marcadores moleculares 

Para contribuir na preservação das espécies é necessário avaliar tanto as similaridades 

como as diferenças genéticas entre os indivíduos, para isso os marcadores moleculares têm 

sido amplamente utilizados. Um marcador molecular é qualquer característica herdável 

presente nos organismos, de tipo bioquímico ou de DNA (GRIFFITHS et al., 1995).    

Os marcadores de DNA são independentes do estado de desenvolvimento e não estão 

sujeitos à regulação, característica que lhes dá vantagem sobre os de tipo bioquímico. São 

altamente utilizados, pois permitem a comparação de diferentes sítios polimórficos 

simultaneamente, sendo possível identificar mudanças simples ao longo da sequência de 

DNA. Em geral, a maioria dos marcadores é neutra, ou seja, são igualmente afetados pelas 

forças evolutivas das populações (FRANKHAM et al., 2008). Entre os marcadores de DNA 

mais utilizados para estudos de populações naturais, encontramos os marcadores 

mitocondriais. 

A ausência de recombinação, alta taxa de evolução e o grande número de cópias na célula 

são as principais vantagens do uso de DNA mitocondrial (mtDNA) como marcador molecular 
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(AVISE, 2009). Assim mesmo, o alto número de polimorfismo de algumas de suas regiões 

permite a diferenciação entre espécies intimamente relacionadas (FRANKHAM, 2010). Do 

mesmo modo, ao utilizar-se regiões mais polimórficas é possível avaliar a diferenciação entre 

subespécies e inclusive populações (STONEKING, 2000). 

Outros marcadores de DNA amplamente utilizados são os nucleares, mas diferentemente 

dos marcadores mitocondriais, estes são diplóides, sendo que cada molécula de DNA possui 

duas cópias (uma materna e uma paterna). Dentre os marcadores nucleares destacam-se os 

marcadores microssatélites porque muitas regiões não ligadas do genoma podem ser 

amostradas simultaneamente. São hipervariáveis, codominantes e possuem elevado conteúdo 

de informação de polimorfismo (JARNE E LAGODA, 1996; SPRINGER et al., 2001). Estão 

compostos por pequenas sequências de nucleotídeos em tandem, com repetições de dois, três 

ou quatro bases, que aparentemente ocorrem devido ao deslizamento (slippage) da polimerase 

durante a replicação do DNA (SCHLÖTTERER E TAUTZ, 1992). Devido à sua alta taxa 

mutacional, e consequentemente, seu alto polimorfismo, estes permitem estudar eventos 

genético populacionais recentes como: estrutura genética de populações (PAETKAU et al., 

1995; Pritchard et al., 2000), a identificação de indivíduos (MIOTTO et al., 2014; 

RAMALHO et al., 2014), grau de parentesco (QUELLER E GOODNIGHT, 1989) e inclusive 

análises de paternidade (BLOUIN, 2003). Algumas vezes os sítios de amplificação dos loci 

microssatélites são conservados entre espécies, permitindo o uso dos mesmos primers entre 

espécies próximas filogeneticamente. 

Outros marcadores nucleares utilizados usualmente são aqueles empregados para a 

determinação molecular do sexo. Os genes protéicos do Zinc Finger (ZF) são encontrados 

tanto no cromossomo X como no Y e têm sido amplamente utilizados para determinação 

molecular do sexo (AASEN E MEDRANO, 1990; ORTEGA et al., 2004; GONZÁLEZ et al., 

2015a; DECANDIA et al., 2016). Uma região própria do cromossomo Y, que igualmente tem 

sido utilizado para a determinação molecular do sexo é o SRY (sex-determining region Y) 

(WASSER et al., 1997; BICKHAM et al., 2013; MUKESH et al., 2015), um gene de 

determinação sexual em mamíferos marsupiais e placentários. Esses marcadores, ao permitir 

a identificação do sexo das amostras, permite também gerar outras informações como 

proporção sexual nas áreas estudadas, dispersão preferencial nos sexos, uso de habitat de cada 

sexo, entre outras.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a distribuição da variação genética nos canídeos 

Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus de paisagens antropizadas da região centro-oeste 

e sudeste do Brasil. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Capítulo 1 

 Conhecer as dinâmicas populacionais dos canídeos em reservas do estado de São 

Paulo;  

Capítulo 2 

 Analisar a estrutura populacional de Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus em 

paisagens antropizadas da região centro-oeste e sudeste do Brasil; 

 Estimar a conectividade entre as populações definidas geneticamente das duas 

espécies de canídeos; 

Capítulo 3; 

 Reconhecer a estrutura genético-espacial das duas espécies e possíveis limitações de 

dispersão ligadas ao sexo; 

 Confirmar a existência de grupos familiares utilizando informações moleculares. 
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4 CAPÍTULO 1: DINÂMICAS POPULACIONAIS DOS CANÍDEOS 

CACHORRO-DO-MATO E LOBO-GUARÁ UTILIZANDO AMOSTRAS NÃO 

INVASIVAS  

 

4.1 Introdução  

Populações de carnívoros são as mais vulneráveis à extinção em áreas fragmentadas 

devido, principalmente, à sua baixa densidade e à necessidade de grandes áreas de vida para 

atender suas necessidades fisiológicas (NOSS et al., 1996; WOODROFFE E GINSBERG, 

1998). As alterações nas populações de carnívoros provocam mudanças na biodiversidade 

local, devido à função no controle populacional das presas que eles desenvolvem (PRIMACK 

E RODRIGUES, 2001). 

Apesar da plasticidade e da capacidade de adaptação do cachorro-do-mato e do lobo-guará, 

essas espécies se veem fortemente afetadas pela perda de habitat e o alto grau de 

fragmentação. Além do papel no controle no tamanho populacional das presas, ambas as 

espécies, também desempenham um papel importante como dispersoras de sementes 

(JUAREZ E MARINHO-FILHO, 2002; BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004; REIS et al., 

2011), aumentando assim suas funções ecológicas. 

No estado de São Paulo, as duas espécies ocorrem em remanescentes de habitat natural de 

Cerrado e Mata Atlântica. Os remanescentes dos biomas do estado, que incluem unidades de 

conservação, encontram-se fortemente fragmentados e isolados por áreas altamente 

antropizadas e com pouca ou nenhuma conectividade estrutural entre eles (KLINK E 

MACHADO, 2005; TABARELLI et al., 2005). 

A falta de conectividade entre essas unidades pode obrigar os animais a sair dos 

remanescentes em busca de recursos, atravessando grandes extensões desprotegidas, 

altamente urbanizadas e rodovias altamente transitadas. Crooks (2002) demonstrou que 

quanto menor e mais isolado um fragmento, menor será a probabilidade de ocorrência de 

carnívoros na área, porém aumentam as chances de ocorrência de animais domésticos. 

Quando a falta de conectividade não é unicamente estrutural, mas também funcional, as 

populações ficam isoladas, resultando em um aumento da susceptibilidade das espécies aos 

efeitos negativos dos fenômenos ambientais, demográficos e genéticos (FAHRIG, 2003; 

FRANKHAM et al., 2008), aumentando assim a probabilidade de extinção local. 

Conhecer as dinâmicas populacionais do cachorro-do-mato e do lobo-guará presentes em 

alguns remanescentes do estado nos permitirá entender as diferencias entre duas espécies de 
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hábitos generalistas e que se adaptam facilmente às mudanças da paisagem, mas que 

apresentam estruturas sociais diferentes. Entretanto, trabalhar com carnívoros é difícil, pois 

as espécies desta ordem apresentam hábitos noturnos e evasivos que dificultam a coleta das 

amostras. As amostras não invasivas são uma solução para este problema, pois não dependem 

da captura dos animais para sua obtenção. 

As amostras não invasivas são vestígios que os animais deixam nos locais onde ocorrem, 

entre elas podemos destacar os pelos e penas soltas, fezes, ossos e regurgitos (TABERLET et 

al., 1999; MORIN et al., 2001). As amostras não invasivas oferecem uma grande quantidade 

de dados ecológicos e biológicos das espécies, especialmente quando utilizadas junto às 

análises moleculares. Entre as informações obtidas destacam-se a confirmação molecular da 

espécie, dieta, tamanho populacional, diversidade genética, parentesco e relações 

populacionais (MORIN et al., 1993; TABERLET et al., 1999; RODGERS E JANEČKA, 

2013; MIOTTO et al., 2014; MESTRE et al., 2015).  

Dentro desse contexto, neste capítulo foi proposto utilizar amostras não invasivas para: a) 

avaliar a presença do cachorro-do-mato e do lobo-guará em alguns remanescentes de habitat 

natural no estado de São Paulo, sendo áreas de conservação integral ou reservas particulares; 

b) comparar as densidades e os tamanhos populacionais de cada espécie em cada área 

considerando aspectos biológicos e ecológicos próprios de cada uma delas; c) analisar a 

estrutura sexual em paisagens alteradas; e d) avaliar os padrões de distribuição dos indivíduos 

de cada espécie, entre e dentro das áreas amostradas.  

 

4.2 Hipóteses 

Considerando que, segundo Reis et al. (2011), a média das áreas de vida do cachorro-do-

mato são menores (4,56 – 11,11 km2) que a média para os lobos-guará (50-70 km2), e que os 

cachorros-do-mato são indivíduos sociais (MONTGOMERY E LUBIN, 1978), enquanto que 

os lobos-guará são solitários (BIBEN, 1983), a densidade e os tamanhos populacionais dos 

cachorros-do-mato serão maiores que os valores para os lobos-guará. 

A proporção sexual das populações das duas espécies, amostradas nas áreas de conservação 

integral e nas reservas particulares, não diferem da proporção sexual de 1:1 reportada para 

ambas as espécies (MONTGOMERY E LUBIN, 1978; MOEHLMAN, 1986). 

Alguns autores já reportaram indícios de isolamento por distância para cachorro-do-mato 

(TCHAICKA et al., 2007) e para lobo-guará (PRATES, 2008). Assim, acreditamos que à 
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medida que a distância geográfica aumenta, a relação de parentesco dos indivíduos diminui 

seguindo o comportamento do gráfico para as duas espécies. 

 

 
      Fonte: Elaborado pela autora 

 

4.3 Material e métodos 

4.3.1 Área de estudo 

As coletas das amostras de fezes de cachorro-do-mato e de lobo-guará foram realizadas 

em sete áreas localizadas no estado de São Paulo (SP) (Figura 4.1). A maior parte delas foi 

coletada dentro de unidades de conservação do estado: na Estação Ecológica do Jataí (EEJ), 

no Parque Estadual Vassununga (PEV), na Estação Ecológica de Itirapina (EEI), na Estação 

Ecológica dos Caetetus (EEC), na Floresta Nacional de Capão Bonito (FLONA-CB), e em 

remanescentes dentro do estado: um localizado na Academia da Força Aérea (AFA) 

(Pirassununga-SP) e a Fazenda Rio Claro da Duratex® (Lençóis Paulista-SP). Estas coletas 

foram realizadas durante os meses de junho de 2012 a novembro de 2015. 

A EEJ está localizada próxima ao município de São Luiz Antônio (SP) entre as 

coordenadas -21.504/-21.667 e -47.6080/-47.6648. É a segunda maior área ambiental do 

estado de São Paulo com uma extensão total de 9010 hectares (ha) (PIRES, 1999) na qual se 

preserva um dos maiores remanescentes de cerrado do estado. Nesta área foram realizadas 

visitas para as coletas com duração de um dia em junho, julho e novembro de 2013, junho e 

agosto de 2014, e em março e abril de 2015. 

O PEV no município de Santa Rita do Passo Quatro (SP) localizado entre as coordenadas        

-21.4108/-21.722 e -47.469/-47.6094 apresenta uma área total de 2071 ha de cerrado e Mata 

Atlântica. O parque está caracterizado por manter a vegetação mais antiga do estado 

(RIBEIRO, 2009). As visitas para as coletas foram realizadas em agosto e outubro de 2014, e 

em janeiro e março de 2015, sendo cada de dois dias.  
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Figura 4.1. Locais de coleta de amostras de fezes no estado de São Paulo (Brasil). 

 
Fonte: Elaborado pela autora       

 

Outra unidade de conservação que mantém remanescentes de cerrado é a EEI. Encontra-

se localizada entre os municípios de Itirapina e Brotas no nordeste do estado de São Paulo, 

delimitada pelas coordenadas -22.193/-22.257 e -47.860/-47.931. Possui uma área 

aproximada de 2300 ha, dos quais 94% são áreas abertas de cerrado (ZANCHETTA et al., 

2006). As visitas à esta unidade foram frequentes, as primeiras visitas à unidade foram 

realizadas em 2012, nos meses de junho e agosto, em 2013 as visitas foram realizadas nos 

meses de abril, julho e agosto, em 2104 foi realizada uma única visita em maio e, em 2015 

foram realizadas duas visitas, em fevereiro e em setembro. Uma visita foi realizada cada mês 

e todas elas tiveram duração de um dia. 

Outra estação do estado é a EEC, localizada entre os municípios de Gália e Alvilândia, 

entre as coordenadas -22.371/-22.433 e -49.669/-49.726. Possui uma área de 2178 ha dentro 

da qual a vegetação é típica do bioma Mata Atlântica, sendo um dos poucos e mais 

representativos remanescentes de Mata Atlântica no interior do estado de São Paulo 

(TABANEZ et al., 2005). As visitas a esta área foram realizadas com duração de dois dias, 
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sendo realizada uma visita durante o mês de maio e o de junho de 2013 e, mais uma durante 

maio e julho de 2014.  

Mais ao sul do estado está a Flona de Capão Bonito (SP), apresenta uma área total de 

4344,33 ha de Cerrado e Mata Atlântica, em duas glebas não contínuas. Nossas coletas foram 

concentradas somente na maior delas, a Gleba I, conhecida como “Presidente Aristedes 

Largura”, com aproximadamente 3961,73 ha localizada entre as coordenadas -23.843/-23.967 

e -48.495/-48.539. As visitas à gleba foram realizadas em agosto de 2013, março, outubro e 

novembro de 2014, e março de 2015. Todas as visitas tiveram duração de dois dias.   

No estado também existem remanescentes de Cerrado e Mata Atlântica mantidos por 

iniciativas particulares. Um desses remanescentes está caracterizado por floresta ribeirinha, 

uma área de cerradão e áreas agricultáveis, constituindo a AFA, Academia da Força Aérea 

localizada próxima da cidade de Pirassununga, entre as coordenadas -21.952/-22.009 e -

47.314/-47.353 com um total de 1500 ha de fragmentos de área natural. As coletas na área 

foram realizadas em saídas de três dias realizadas durante os meses de outubro e novembro 

de 2014, e março, abril, maio, junho, julho de 2015. 

A última área estudada é uma reserva particular que compreende um total de 11900 ha de 

transição entre floresta atlântica semidecídua e cerrado. A Fazenda Rio Claro da Duratex® 

está localizada nas proximidades de Lençóis Paulista (SP), entre as coordenadas -22.347/-

22.530 e -48.8434/-48.989. As coletas na área tiveram duração de dois dias e foram realizadas 

durante os meses de junho, julho, agosto e setembro de 2014. 

Das áreas estudadas, as áreas mais próximas são a EEJ e a EEV que se encontram a uma 

distância de 13 km. Estas duas áreas também se encontram próximas à área de Pirassununga 

e a EEI, as quatro áreas estão num raio de, aproximadamente, 60 km. A uma distância de, 

aproximadamente, 200 km das quatro áreas enunciadas se encontra a EEC e Duratex, 

distanciadas entre si por 81 km. A área mais afastada é a Flona de Capão Bonito que se 

encontra localizada a distâncias que variam entre 112 a 238 km das outras áreas de estudo 

(Figura 4.1).  

 

4.3.2 Obtenção das amostras  

Amostras de fezes foram coletadas de maneira oportunista em todos os remanescentes 

enumerados. Inicialmente, as amostras coletadas foram identificadas morfologicamente como 

pertencentes a uma das espécies, seguindo as recomendações feitas por Chame (2003). As 

coletas foram realizadas percorrendo trilhas previamente abertas nas áreas estudadas, além de 
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trechos no entorno das unidades de conservação, onde era permitida a passagem pelos 

fazendeiros. Visando à padronização da amostragem foram percorridas sempre as mesmas 

trilhas.  

As amostras foram armazenadas em tubos do tipo falcon de 30 mL contendo etanol 

absoluto. O DNA de amostras de fezes é obtido a partir das células epiteliais do intestino 

(KOHN E WAYNE, 1997) e a exposição das amostras às condições ambientais diminui a 

quantidade e qualidade de DNA extraído deste tipo de amostras (TABERLET et al., 1999; 

FARRELL et al., 2000). Portanto, foram descartadas das análises fezes muito antigas, 

atacadas por insetos e aquelas que foram dissolvidas pela chuva, pois o DNA da espécie que 

depositou as fezes pode estar comprometido nesses casos. 

Todas as amostras coletadas durante este estudo estão armazenadas a -20°C no banco de 

tecidos do laboratório de Biodiversidade e Conservação e o local de amostragem de cada 

amostra foi georreferenciado utilizando um sistema GPS (Global Positioning System).  

É necessário destacar que as coletas se encontram de acordo com os preceitos da Lei 

11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas 

editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA), e foi 

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

(CEUA/UFSCAR), segundo o n° UFSCAR CEUA 1165130815. O projeto também foi 

autorizado para ser desenvolvido dentro das unidades de conservação pelo Instituto Federal 

no PROCESSO SMA Nº: 260108 – 011.611/2012. Além disso, Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade – SISBIO autorizou o transporte de amostras das duas espécies 

sob o número 38613-3. 

 

4.3.3 Extração de DNA 

As extrações do DNA total das amostras de fezes foram realizadas utilizando o Kit 

QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante. Esse Kit 

é especialmente desenvolvido para amostras que podem apresentar inibidores da PCR (reação 

em cadeia da polimerase), como é o caso das amostras de fezes. Para a extração, foi retirada 

uma camada externa das fezes de aproximadamente 1 cm, maximizando assim, a quantidade 

de DNA da espécie que depositou a amostra.  
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4.3.4 Identificação molecular das espécies 

A confirmação da espécie foi realizada utilizando três regiões mitocondriais diferentes; o 

gene ATP sintetase F0 subunidade 6 (ATP6), a região controle e o rRNA12S (12S), 

aumentando assim a confiabilidade dos dados, pois as amostras de fezes apresentam 

degradação do material e a presença de DNA das presas. Para a amplificação das regiões foi 

utilizado o par de primers: ATP6-DF3 (5’- AAC GAA AAT CTA TTC GCC TCT - 3’) 

(HAAG et al., 2009) e ATP6-DR2 (5’ - TGG ATG GAC AGT ATT TGT TTT GAT - 3’) 

(CHAVES et al., 2012) para amplificar o ATP6; os primers CanCR-F (5’ - 

CCTATGTACGTCGTGCATTA - 3’) e CanCR-R (5’ – GATGGTTTCTCGAGGCATGG - 

3’) (RODRIGUEZ-CASTRO et al. submited) para amplificação da região controle e os pares 

Car12Ss1-F (5’ - GCTTAAAACTCAAAGGACTT - 3’) e o Car12Ss1-R (5’ - 

TACACCTTGACCTAACTTTT - 3’) para a amplificação do rRNA 12S (RODRIGUEZ-

CASTRO et al. submited).  

A amplificação dos fragmentos de DNA foi conduzida em Termociclador Veriti 96 Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems) seguindo-se os protocolos propostos pelos autores. 

Todas as amplificações, incluindo controles positivos e negativos, foram corridas em gel de 

agarose 1% para confirmação da amplificação. Os produtos da PCR foram purificados 

utilizando as enzimas ExoSAP-IT (Affymetrix) e sequenciados automaticamente em 

sequenciador 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems).  

As sequencias obtidas foram editadas utilizando o programa Geneious 8.0.2 (KEARSE et 

al., 2012) e comparadas com sequencias depositadas na base de dados do National Center of 

Biotechnology Information (NCBI) por meio da ferramenta BLAST (algoritmo para comparar 

informações de sequencias); disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Foram 

utilizados valores de 100% de query coverage e pelo menos 95% de maximum identity para 

considerar uma amostra como pertencente a uma das espécies, pois trabalhamos com 

sequências pequenas e precisávamos uma alta especificidade. 

 

4.3.5 Identificação individual das amostras 

Após a confirmação da espécie, as amostras foram individualizadas. Para isso, foram 

utilizados 11 loci microssatélites tetranucleotídeos (2001, 2004, 2006, 2010, 2018, 2054, 

2088, 2132, 2137, 2140 e 2159) desenvolvidos originalmente para cachorro doméstico (Canis 

familiaris) por Francisco et al. (1996), testados com sucesso em espécies de canídeos sul-

americanos por Fontoura‐Rodrigues et al. (2008) e utilizados, previamente, em cachorro-do-
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mato (TCHAICKA, 2006) e em lobo-guará (SALIM et al., 2007; LION et al., 2011; 

MANNISE et al., 2012; RAMALHO et al., 2014). Adicionalmente, os primers foram 

validados por sequenciamento, confirmando a especificidade e a amplificação correta do 

motif.  

O material genético presente nas amostras não invasivas apresenta elevada ocorrência de 

erros na leitura dos alelos, devido à degradação (TABERLET et al., 1996), que podem levar 

à determinação errônea do genótipo. Um destes erros se dá pela não amplificação devido a 

mutações na sequência adjacente às sequências dos primers, que resultam em falsos 

homozigotos, conhecido como alelos nulos (GRIFFITHS et al., 2008). Os outros erros são o 

resultado de erros da Taq polimerase que resultam na falta de amplificação de um alelo (alelo 

drop-out) (TABERLET et al., 1996). Deste modo, para evitar os erros de genotipagem e 

aumentar o sucesso de amplificação foram escolhidos para amplificação fragmentos 

pequenos, de menos de 200 pares de bases (pb). Ainda, todos os loci microssatélites de cada 

amostra foram amplificados independentemente, no mínimo, duas vezes quando heterozigoto 

e três quando homozigoto, para confirmação do genótipo. Além disso, a amplificação dos 

alelos foi realizada em reações de PCR diferentes e, escolhendo os primers e indivíduos 

aleatoriamente, ajudando assim a diminuir as taxas de erro. Os erros de genotipagem foram 

avaliados pelo software Micro-Checker 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). 

Para a genotipagem de todos os loci, a região 5’ do primer forward foi marcada com uma 

cauda universal de 18 pares de bases (cauda M13) acrescida de um fluoróforo, como descrito 

por Schuelke (2000). Os produtos amplificados foram avaliados em eletroforese em gel de 

agarose 1% e genotipados no sequenciador automático ABI 3130 da Applied Biosystems e 

analisados utilizando o software Geneious R8 (KEARSE et al., 2012). 

As PCRs foram realizadas em volume final de 10 µL, incluindo: 0,2 µM de dNTPs; 1X do 

buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 2,5 mM de MgCl2 (50 mM, 

Invitogen); 0,2 pmol do primer Forward e 0,8 pmol do primer reverse e da fluorescência para 

marcar a cauda M13; 1 unidade de Taq Polymerase Platinum (Invitrogen); 0,25 mg/mL de 

BSA (Bovine Serum Albumin), esse último aumenta a eficiência da PCR captando íons que 

podem ser inibidores da Taq polimerase; 50 ng do DNA molde e água ultrapura (q.s.p). As 

PCRs foram conduzidas em termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems) com uma 

desnaturação inicial a 94°C durante 1 minuto; 27 ciclos de amplificação a 94°C por 1 minuto, 

58°C (59°C para o locus 2010 ou 60°C para o locus 2132) por 45 segundos, 74°C por 1 

minuto; seguidos de 8 ciclos para incorporação do fluoróforo à cauda M13 de 94°C durante 
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30 segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C a 45°C; e uma extensão final de 15 minutos a 

72°C. 

Para ter maior confiança nos resultados foram mantidas nas análises aquelas amostras que 

apresentaram mais de 70% dos loci amplificados, como recomendado por Beja-Pereira et al. 

(2009). 

Um número de loci microssatélites cria um perfil único para cada indivíduo que permite a 

individualização das amostras. Entretanto, esse número muda conforme o conteúdo de 

informação polimófica (PIC) de cada locus. Para conhecer o PIC dos loci estudados foi 

utilizado o programa Cervus 3.0.7 (MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI et al., 2007). 

Com o conteúdo de informação polimórfica os loci foram organizados do mais informativo 

ao menos informativo. Após a organização, utilizando o software GenAlEx 6.5 (PEAKALL 

E SMOUSE, 2006), foram calculadas a probabilidade de identidade (PID), a qual computa a 

probabilidade de dois indivíduos aleatoriamente apresentarem o mesmo genótipo multiloci 

(PAETKAU E STROBECK, 1994; WAITS et al., 2001), e a PID (sibs) mais adequada para 

pesquisas com animais aparentados, utilizando nos dois casos um valor de confiança de 95%. 

Os valores totais tanto para o PID como para o PID (sibs) foram calculados multiplicando os 

valores de cada locus. 

A individualização das amostras foi realizada no programa GIMLET (VALIÈRE, 2002) 

mediante a opção de reagrupamento de genótipos, no qual cada genótipo é considerado um 

genótipo potencial e comparado contra todos os outros. Para fazer as comparações assumimos 

que os valores ausentes (missing alleles) poderiam ser qualquer alelo para ter uma maior 

certeza e aumentar assim, a confiança de nossos dados. Com o mesmo fim, realizamos as 

comparações utilizando o número mínimo de loci necessários para a individualização 

(considerando o valor de PID (sibs) +1) e aumentando, gradativamente, até chegar ao número 

total de loci utilizados.  

Foi testado o desequilibro de ligação entre os loci no programa Genepop 4.6 (RAYMOND 

E ROUSSET, 1995) para saber para saber se os alelos encontrados segregam independente 

para serem considerados informativos. 

 

4.3.6 Análises demográficas  

Após a individualização das amostras foi possível calcular o tamanho populacional mínimo 

e a densidade da espécie em cada área amostrada. Inicialmente, foram construídos e 

analisados mapas no programa Quantum GIS 1.8.0 (QGIS DT, 2012) utilizando camadas do 
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Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE). Nos mapas, foi calculada a distância 

máxima percorrida (maior distância entre dois pontos de coleta) pelos animais capturados e 

recapturados (após a individualização) utilizando a ferramenta de régua incorporada no 

programa. As médias dos valores encontrados foram utilizados como raios para traçar círculos 

ao redor de cada ponto de coleta. Após o desenho de todos os círculos todos aqueles que se 

sobrepunham foram somados em um único polígono para a criação de buffers, seguindo o 

método ½ MMDM (mean maximum distance moved) proposto por Wilson e Anderson (1985), 

que é recomendado para calcular a área de vida das espécies quando não é possível obter esses 

dados utilizando outras técnicas, como por exemplo a rádio telemetria (BALME et al., 2009).  

Do mesmo modo, utilizamos as áreas de vida média reportada para as espécies (4,5 a 11,1 

km2 para cachorro-do-mato e 50 a 70 km2 para lobo-guará REIS et al., 2011) para criar buffers 

adicionais sobre os pontos amostrados, e ter mais uma aproximação às densidades das 

espécies.  

No programa Quantum GIS 1.8.0 (QGIS DT, 2012) os novos polígonos foram localizados 

sobre o mapa criado inicialmente e as áreas destes novos polígonos foram medidas para 

estabelecer as áreas efetivamente amostradas. Os valores calculados foram utilizados para 

estimar as densidades populacionais para cada uma das espécies.  

Também foram calculados os valores de tamanho efetivo populacional com o método de 

desequilíbrio de ligação, mais adequado para amostras não invasivas, no programa 

NeEstimator (DO et al., 2014) usando um valor de probabilidade de 5% (p ≤ 0,05). Este 

método mede a força da deriva numa característica da população (TEMPLENTON, 2006). O 

programa permite realizar as análises escolhendo o sistema de acasalamento da espécie, entre 

as opções de acasalamento ao acaso ou monogamia. Os valores de confiança foram calculados 

utilizando análises paramétricas e o método de Jacknife, incluído no programa. 

 

4.3.7 Sexagem  

Para calcular a quantidade de machos e fêmeas amostrados em cada área e estimar a 

proporção sexual, o sexo dos indivíduos coletados das duas espécies foi identificado 

molecularmente. Para isso, foram utilizadas, independentemente duas regiões diferentes: o 

ZF e o SRY. Foram determinados como de um sexo os indivíduos que mostrassem 

correspondência nas duas análises. 

A amplificação do ZF foi realizada utilizando os primers ZFKF (5'-

CAAAAGGTGGCGATTCAATAA-3') e ZFKR (5'-ATGGAGAGCCACAAGCTRAC-3') 
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(ORTEGA et al., 2004) seguindo-se o protocolo proposto pelos autores. Os primers 

amplificam um fragmento de 195 pb das proteínas do ZFx e do ZFy. O fragmento contém um 

único sitio para a enzima de restrição TaqI no gene ZFy (ORTEGA et al., 2004), que resulta 

em duas bandas para os machos e uma única banda para as fêmeas pela ausência do sitio de 

restrição.  

Para a ativação da enzima TaqI (Thermo Scientific) se utilizaram as mesmas concentrações 

propostas pelos autores, porém o tempo de incubação foi reduzido à metade, utilizando assim 

1 hora e 30 minutos. A inativação da enzima foi feita com EDTA 0,5M como recomendado 

pelo fabricante. Todos os produtos de PCR submetidos à restrição, incluindo os controles 

positivos e negativos, foram corridos a 70 v durante duas horas em gel de agarose 3%. 

A amplificação do gene SRY foi realizada utilizando os primers LUT-SRY F (5'-

GAATCCCCAAATGCAAAACTC-3') e LUT-SRY R (5'-

GGCTTCTGTAAGCATTTTCCAC-3') originalmente descritos para sexagem da lontra-

europeia (Lutra lutra), por Dallas et al. (2000). Adicionalmente, como controle positivo foi 

incluído o primer ZF numa reação multiplex. 

As PCRs foram realizadas em volume final de 12 µL, incluindo: 0,2 µM de dNTPs; 1X do 

buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 3,5 mM de MgCl2 (50 mM, 

Invitogen); 0,3 pmol de cada primer; 0,25 mg/mL de BSA; 1 unidade de Taq Polymerase 

Platinum (Invitrogen); 50 ng do DNA molde e água ultrapura (q.s.p). As PCRs foram 

conduzidas em termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems) com uma desnaturação inicial 

a 94°C durante 3 minutos; 30 ciclos de amplificação a 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 

segundos e 72°C por 30 segundos; e uma extensão final de 20 minutos a 72°C. Esperam-se 

duas bandas para os machos, uma maior de 195 pb do ZF e outra de 70 pb própria para o 

cromossomo Y, e amplificação de uma única banda (do ZF) nas fêmeas. Os produtos das 

PCRs foram visualizados em gel de agarose 3% depois de 1 hora e meia de corrida a 90V. 

4.3.8 Erros de genotipagem 

A determinação de alelos nulos foi realizada no programa Micro-checker (VAN 

OOSTERHOUT et al., 2004), utilizando-se os estimadores Brookfield Estimator 1 e Van 

Oosterhout por serem os estimadores mais recomendados para nosso tipo de amostras. Esses 

estimadores assumem que o déficit de heterozigotos é devido ao DNA degradado (usualmente 

encontrado em amostras não-invasivas como fezes), a erros humanos durante a PCR ou a 

outros erros durante a genotipagem. A porcentagem de alelos dropout foi calculada utilizando 
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o número de erros encontrados (quando não foi amplificado um alelo) sobre o total de vezes 

que poderia acontecer. 

 

4.3.9 Análises de correlação espacial 

O valor de parentesco dos indivíduos em cada uma das áreas foi calculado utilizando 

estimadores de máxima verossimilhança (WAGNER et al. 2006) no software ML-relate 

(KALINOWSKI et al., 2006) e comparado os valores obtidos entre as áreas. O valor de 

parentesco (r) é uma medida que utiliza o número de alelos compartilhados sobre o valor total 

dos alelos, considerando a identidade por descendência entre os indivíduos (BLOUIN, 2003). 

Foram comparados os valores de parentesco dos indivíduos par a par e a distância 

geográfica à que eles se encontram num teste de mantel pareado no programa GenAlEx 6.5 

(PEAKALL E SMOUSE, 2006), para determinar se os indivíduos mais relacionados estão 

localizados mais próximos que os não relacionados. Com a mesma finalidade foram 

realizadas regressões lineares no programa R (R CORE TEAM, 2013) utilizando as distâncias 

genéticas par a par em função das distâncias geográficas. 

 

4.4 Resultados e Discussão 

Nas sete áreas estudadas foram coletadas 27 amostras caracterizadas morfologicamente 

como de cachorro-do-mato e 136 amostras de lobo-guará (Figura 4.2). O DNA de todas as 

163 amostras foi extraído e a confirmação da espécie foi possível para 145 amostras 

(aproximadamente 89%). Apesar dos cuidados adotados durante as coletas, descartando 

amostras antigas e dissolvidas pela chuva, as condições climáticas podem ter afetado o DNA 

das outras 18 amostras, impossibilitando assim a amplificação das regiões de interesse. 
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Figura 4.2. Número de amostras de fezes coletadas para Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus e 
efetivamente analisadas para as áreas estudadas no estado de São Paulo. 

 
As setas vermelhas indicam amostras que são excluídos da contagem, enquanto que as setas verdes são amostras 
que entram na contagem. CM: cachorro-do-mato. LG: lobo-guará. NA: não amplificaram os genes mitocondriais 
para identificação molecular. *Indivíduos que foram excluídos por falta de amplificação de no mínimo 70% (6 
locus) dos microssatélites.  
 

4.4.1 Confirmação molecular das espécies  

Considerando as 27 amostras coletadas morfologicamente como de cachorro-do-mato, 

somente 12 (44,44%) efetivamente pertenciam a esta espécie (Figura 4.2). Uma explicação 

neste caso é que essas amostras não amplificadas pertencem a outras espécies que não são da 

família dos canídeos. Assim, a amplificação dos primers não ocorre, pois são desenhados para 

espécies da família, evitando assim amplificação de espécies filogeneticamente mais 

afastadas, como as presas. Este fato mostra que a identificação morfológica das amostras de 

fezes do cachorro-do-mato está sujeita a altas probabilidades de erro. 

Embora as coletas fossem direcionadas para amostras com restos de insetos, para aquelas 

potencialmente depositadas por cachorro-do-mato, foram coletadas erroneamente duas 

amostras de Procyonidae, uma de cachorro-doméstico (Canis familiaris) como se fossem da 

espécie. No caso do lobo-guará, foram utilizados restos da lobeira como característicos das 

fezes da espécie, entretanto, três amostras de felinos foram coletadas equivocadamente 

(Figura 4.2).  

Esse fato é uma evidência clara da importância de realizar a confirmação da espécie 

molecularmente, assim como demonstrado por Morin et al. (2016). O uso de três marcadores 

moleculares diferentes para a identificação das espécies permite ter uma confiança maior nos 

resultados e confirmar que existem erros na identificação morfológica das amostras coletadas, 

mesmo quando a coleta é feita por pessoal com ampla experiência. 
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A necessidade da confirmação molecular da espécie torna-se mais evidente quando 

comparamos a taxa de erro na identificação entre as duas espécies. Vinte amostras 

identificadas inicialmente como de lobo-guará (22,45%) foram confirmadas como de 

cachorro-do-mato (Figura 4.2). Juarez e Marinho-Filho (2002) reportaram sementes de 

lobeira na dieta do cachorro-do-mato, mesmo que em uma frequência menor à esperada para 

lobo-guará, assim como também restos de coleópteros nas fezes do lobo-guará. Acreditamos 

também, que as mudanças sazonais da dieta, com num consumo maior de diversas frutas na 

estação chuvosa por parte das duas espécies (BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004), conduz a 

mudanças na composição das fezes descaracterizando a morfologia das mesmas. 

Além disso, as dietas dos carnívoros podem mudar em ambientes fortemente alterados 

como as áreas mais antropizadas, pois os indivíduos se veem obrigados a consumir o alimento 

disponível no local. A área de Pirassununga é um exemplo claro desse fato, pois das 27 

amostras identificadas morfologicamente como sendo de lobo-guará, 10 foram confirmadas 

molecularmente como de cachorro-do-mato, ao considerar somente esta área, a percentagem 

de erro aumenta para 37%. 

Os valores de erro na identificação morfológica mostram a importância da confirmação 

molecular para desenvolver pesquisas não somente quando se pretende avaliar geneticamente 

as populações, mas também esta abordagem é necessária para estudos em que são utilizadas 

as fezes para compreender melhor a dieta, a variação hormonal, assim como quando se 

pretende realizar inferências sobre as interações das espécies e a estrutura das comunidades, 

pois um erro na identificação desencadearia interpretações ecológicas e biológicas erradas 

para as espécies. 

4.4.2 Caracterização dos indivíduos 

Dos onze microssatélites escolhidos, os loci 2006 e 2159 apresentaram problemas para 

amplificação e por isso foram excluídos das análises posteriores. Os nove loci microssatélites 

restantes mostraram amplificação do motif tetranucleotídico em ambas as espécies quando 

sequenciados, demonstrando assim que o locus de interesse amplifica com sucesso. 

Considerando que foram analisadas somente as amostras que amplificaram mais de 70% 

(mínimo 6) dos loci microssatélites, somente 19 (aproximadamente 60%) amostras de 

cachorro-do-mato e 69 (aproximadamente 64%) de lobo-guará foram consideradas para as 

análises subsequentes (Figura 4.2). Do total de amostras coletadas inicialmente (163), foram 

analisadas para os nove loci microssatélites 88 amostras, que representa 54% das amostras. 

Apesar das vantagens enumeradas das amostras não invasivas o estado das amostras e a 
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exposição destas às condições ambientais tem uma repercussão evidente sobre o estado de 

conservação e, consequentemente, sobre o sucesso de amplificação das amostras e sobre a 

confiabilidade de resultados. 

Seguindo a classificação proposta por Botstein et al. (1980), os nove loci utilizados foram 

classificados como altamente informativos para as duas espécies, exceto os loci 2001 e 2088 

para cachorro-do-mato e o locus 2004 para lobo-guará, classificados como razoavelmente 

informativos (Tabela 4.1). Quando calculada a média do PIC, o valor é considerado altamente 

informativo para ambas as espécies. 

Com os valores de conteúdo de informação polimórfica (PIC) calculados, a 

individualização das amostras foi possível utilizando-se os valores de probabilidade de 

identidade. Estes valores mostraram que se combinando apenas os dois loci mais informativos 

seria possível a individualização das amostras de qualquer uma das espécies se elas fossem 

de animais não relacionados (Figuras 4.3 a e b). Entretanto, esse valor aumenta para quatro 

loci (valores menores a 0,01) quando considerado o valor de PID (sibs) que é adequado para 

individualizar indivíduos relacionados, como é o nosso caso. 

 

Tabela 4.1. Características dos loci microssatélites utilizados para as análises das amostras de Cerdocyon 
thous e Chrysocyon brachyurus. 

 Locus Pb PIC PID PID (sibs) Alelos dropout (%) 

Cachorro-
do-mato 

2001 123-135 0,307 0,47 0,71 12,5 
2004 253-265 0,626 0,16 0,45 20,00 
2010 229-253 0,668 0,12 0,43 13,33 
2018 149-169 0,724 0,094 0,39 11,11 
2054 132-156 0,655 0,13 0,44 8,69 
2088 90-106 0,383 0,37 0,64 16,00 
2132 144-168 0,715 0,099 0,40 19,35 
2137 151-243 0,792 0,054 0,36 8,00 
2140 90-166 0,783 0,061 0,36 15,38 

Média - 0,6281 - - 13,82 
Total - - 1,3x10-8 7,8x10-4  

Lobo-
guará 

2001 128-140 0,557 0,21 0,49 17,71 
2004 258-270 0,485 0,27 0,54 18,82 
2010 235-255 0,718 0,098 0,40 22,35 
2018 149-169 0,718 0,095 0,40 20,66 
2054 134-150 0,713 0,10 0,40 8,97 
2088 92-104 0,555 0,21 0,49 12,82 
2132 140-168 0,822 0,045 0,34 21,24 
2137 212-252 0,871 0,025 0,32 5,88 
2140 118-166 0,748 0,081 0,38 25,71 
Média - 0,687 - - 17,13 
Total - - 1.0x10-9 3.3x10-4  

Tamanho dos fragmentos em pares de bases (pb); probabilidade de identidade (PID e PID(sibs)); conteúdo de 
informação polimórfica (PIC). 
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Os valores de probabilidade de identidade para cachorros-do-mato (PID de 1,3x10-8 e PID 

(sibs) de 7,8x10-4) e para lobo-guará (PID de 1,0x10-9 e PID (sibs) de 3,3x10-4) são considerados 

satisfatórios para a individualização de indivíduos em populações naturais (WAITS et al., 

2001). 

 

Figura 4.3. Probabilidade de identidade PID e PID (sibs) para as amostras de fezes coletadas no estado de São 
Paulo para (a) Cerdocyon thous e (b) Chrysocyon brachyurus. 

 

Ao individualizar as amostras não foi possível detectar a recaptura de nenhum animal de 

cachorro-do-mato durante o nosso estudo, sendo que cada uma das 19 amostras coletadas 

pertence a um indivíduo diferente. Isto evidencia que o número de animais coletados é muito 

inferior ao número de animais existentes, mostra uma baixa detectabilidade da espécie quando 

coleadas amostras de fezes em trilhas e reflete a necessidade de trabalhos com maior esforço 

amostral, utilizando técnicas para amostragem com por exemplo, cachorros domésticos para 

forragear as amostras, para assim poder fazer inferências sobre a biologia e ecologia da 

espécie (Tabela 4.2). 

 

Tabela 4.2. Número de amostras e indivíduos coletados em cada uma das sete áreas amostradas. 

 Cachorro-
do-mato 

Lobo-guará 
Total 

amostras 
Total 

indivíduos 
EEJ - 11 11 11 

PEV - 2 2 2 

EEI 3 25 34 28 

EEC - - 0 0 

FLONA -CB 6 2 8 8 

Pirassununga 10 17 29 27 

F RC. Duratex - 3 3 3 

Outras - 1 1 1 

Total 19 61 88 80 
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Por outra parte, dentro das 69 amostras de lobo-guará coletadas, seis foram identificadas 

como recapturas na estação ecológica de Itirapina e duas na área de Pirassununga, resultando 

em 61 indivíduos (Tabela 4.2).  

Apesar de não coletar nenhuma amostra de fezes na estação ecológica dos Caetetus existem 

registros de ambas as espécies para a área. Para o cachorro-do-mato existem evidências de 

ocorrência no plano de ação da estação (TABANEZ et al., 2005), assim como para o lobo-

guará, que também é reportado no livro de fauna ameaçada do estado de São Paulo 

(BRESSAN et al., 2009). 

A porcentagem de alelos dropout foi superior nos lobos-guará que nos cachorros-do-mato, 

mostrando que existe uma maior probabilidade de erros de genotipagem devido à qualidade 

do DNA nesta espécie. Entretanto, as médias encontradas para ambas as espécies se 

encontram entre os valores esperados e reportados anteriormente para estudos com amostras 

não invasivas (Por exemplo, MIOTTO et al., 2011; RAMALHO et al., 2014). 

As análises revelaram que existe desequilíbrio de ligação entre os loci 2001 e 2132 

(p=0,0329) e os loci 2137 e 2054 (p=0,0200) para os cachorros-do-mato. Por essa razão, para 

as análises subsequentes com esta espécie foram excluídos os loci 2001 e 2054, pois eles 

apresentam os menores valores de PIC (Tabela 4.1). Para os lobos-guará não encontramos 

nenhum locus em desequilíbrio de ligação, nem alelos nulos para a espécie (Tabela 4.3). 

 

Tabela 4.3. Frequência dos alelos nulos para as espécies Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus utilizando 
os métodos de Ooterhout e Brookfield. 

 Locus Alelos nulos Oosterhout Brookfield 1 

Cerdocyon 
thous 

2004 não 0,0323 0,0242 
2010 sim 0,1809 0,1522 
2137 sim 0,1171 0,11 
2140 não -0,0522 -0,0483 
2132 não -0,0562 -0,0514 
2088 não -0,0288 -0,023 
2018 não 0,0389 0,0314 

Chrysocyon 
brachyurus 

2001 não -0,0858 -0,0566 
2010 não 0,0722 0,0624 
2140 não -0,1039 -0,0852 
2132 não 0,0213 0,0189 
2054 não 0,0639 0,0617 
2088 não -0,1478 -0,1038 
2018 não 0,0295 0,0317 
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Acreditamos que a presença de alelos nulos não se deva à baixa eficiência no anelamento 

do primer devido a pontos de mutação nos sítios de hibridização (DAKIN E AVISE, 2004), 

nem à amplificação preferencial de alelos de tamanhos menores (DAKIN E AVISE, 2004), 

por isso mantivemos os alelos para as análises subsequentes. 

 

4.4.3 Densidades populacionais 

O número amostral baixo e a falta de recapturas para os indivíduos de cachorro-do-mato 

não permitiram calcular a área efetivamente amostrada para a espécie. Utilizar os valores 

encontrados para o lobo-guará para realizar os cálculos de densidade populacional dos 

cachorros-do-mato levaria a conclusões equivocadas, pois a biologia e ecologia de ambas as 

espécies são diferentes. 

As amostras dos animais de lobos-guará recapturados na estação ecológica de Itirapina e 

em Pirassununga encontraram-se distanciadas entre 257 m a 5,839 km, mostrando a 

capacidade da espécie de percorrer grandes extensões.  

Dois valores médios destas distâncias foram utilizados para calcular as áreas efetivamente 

amostradas: o primeiro de 284 m, calculado utilizando somente os animais que foram 

recapturados, mas amostrados com intervalos de tempo de mais de três meses (considerados 

como residentes das áreas); o segundo de 1,639 km, incluindo os valores de todos os animais 

recapturados. Adicionalmente, foi utilizado um terceiro valor (4,355 km), calculado 

utilizando o raio médio das áreas de vida média para a espécie (50 a 70 km2, REIS et al., 

2011) (Figura 4.4). 
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Figura 4.4. Áreas do estado de São Paulo com os buffers amostrados efetivamente para Chrysocyon 
brachyurus. 

  

Fonte: Elaborado pela autora 

 

As áreas efetivamente amostradas para o lobo-guará nos locais estudados variaram de 3,9 

km2 na F. RC Duratex a 236,6 km2 na EEJ (Tabela 4.4). A área da EEC não foi considerada 

nas análises devido à falta de amostras no local. 

 

Tabela 4.4. Áreas efetivamente amostradas para Chrysocyon brachyurus utilizando três buffers diferentes. 
Valores apresentados em quilômetros quadrados. 

 Buffer 
Áreas 284m 1640m 4355m 

EEJ 43,0224 96,8161 236,6434 
PEV 3,9046 29,0238 114,2077 
EEI 9,7887 45,7420 144,4062 
FLONA -CB 7,4397 32,4256 119,1822 
Pirassununga 10,0764 34,2442 120,6769 
F RC. Duratex 3,9575 22,5605 91,6792 

 

É importante considerar que os valores de densidades são calculados a partir das amostras 

de fezes coletadas, e que apesar da técnica permitir maior número de capturas (LION et al., 
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2011), alguns indivíduos podem não ser amostrados, resultando assim em valores de 

densidades subestimados, por isso consideradas densidades mínimas. 

Para calcular os valores de densidade mínima foi considerado o número de indivíduos 

amostrados (Tabela 4.2), exceto para o buffer de 284 onde foram considerados somente os 

indivíduos recapturados, pois ele foi calculado utilizando unicamente esses indivíduos. Por 

essa razão, os valores foram calculados apenas para a EEI e a área de Pirassununga (Tabela 

4.5). Na EEI três indivíduos foram capturados com no mínimo um mês de diferença entre 

cada campanha. Considerando estes indivíduos, e o buffer dos animais residentes, a 

densidades de animais na EEI é de 0,31 indivíduos/ km2.  

As maiores densidades encontradas na EEI e na área de Pirassununga podem ser reflexo 

de uma amostragem mais intensiva nessas áreas. Isto pode ser confirmado se consideramos 

que nestas áreas foram encontradas recapturas. Entretanto é importante destacar que nem 

todos os animais que foram amostrados devem ser residentes das áreas e que a maioria dos 

indivíduos pode estar utilizando as áreas para obter algum recurso, como comida ou abrigo 

ou simplesmente utilizam as áreas como locais de passagem para chegar a outros lugares 

(stepping-stone), pois elas apresentam matrizes mais permeáveis por se tratar de áreas com 

remanescentes de vegetação natural, o que explicaria os valores maiores de densidade 

encontrados. Corredores e locais de passagem têm sido propostos como estratégias, em nível 

de paisagem, para aumentar a conectividade em populações fragmentadas e isoladas (BAUM 

et al., 2004).  

 

Tabela 4.5. Densidades de Chrysocyon brachyurus, em indivíduos/km2, nas áreas estudadas utilizando três 
buffers diferentes. 

Áreas 

Buffer 
284m 1640m 4355m 

EEJ - 0,11 0,05 
PEV - 0,07 0,02 
EEI 0,61 0,55 0,17 
FLONA -CB - 0,06 0,02 
Pirassununga 0,19 0,49 0,14 

F RC. Duratex - 0,13 0,03 
 

As densidades mínimas calculadas nas áreas utilizando o buffer 4355 encontram-se entre 

os valores reportados na literatura para a espécie: 0,1 indivíduos/km2 na Estação Ecológica 

Águas Emendadas (RODRIGUES, 2002), e na EEJ (RAMALHO et al. 2014), 0,05 
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indivíduos/km2 no Parque Nacional das Emas (SILVEIRA, 1999), 0,03 indivíduos/km2 numa 

área particular de Cerrado em Minas Gerais (TROLLE et al., 2007).  

É importante destacar que as densidades menores de 0,1 indivíduo/km2 reportadas para os 

lobos-guará foram calculadas em áreas de conservação grandes e localizadas nos estados de 

Goiás e Minas Gerais onde o número de habitantes por metro quadrado é menor que no estado 

de São Paulo. O valor reportado por Rodrigues (2012) na Estação Ecológica Águas 

Emendadas, é igual ao encontrado em nosso estudo, e ao reportado por Ramalho et al. (2014), 

mostrando que em unidades de conservação inseridas em áreas fortemente alteradas as 

densidades dos indivíduos aumentam.  

Acreditamos que o valores de 0,1 indivíduos/km2 representa a realidade da espécie, pois 

esta é considerada generalista, oportunista e tolerante a ambientes urbanos, bem como não 

distingue os limites das áreas. No entanto, é um valor alto, quando considerado que alcança 

mais do dobro do valor reportado em outras áreas. Assim, as áreas com remanescentes de 

vegetação nativa, sejam estes protegidos ou não, terminam se tornando fontes importantes de 

recursos para as espécies mostrando a sua importância na conservação da biodiversidade e na 

manutenção do equilíbrio dos ecossistemas, principalmente quando fornecem refúgio e 

recursos para grandes mamíferos e para espécies com papeis ecológicos importantes como é 

o lobo-guará. 

Considerando que os valores de densidade podem ser subestimados, é importante destacar 

que a pode existir superpopulação de lobos-guará em áreas com remanescentes de vegetação 

natural inseridas em paisagens altamente fragmentados e intervindos. Este fenômeno pode se 

repetir em todo o estado de São Paulo, assim como em áreas que apresentem maiores 

densidades humanas. Do mesmo modo acreditamos, que não deve ser um fenômeno que 

ocorre somente para a espécie, mas também para todas as espécies de animais que precisam 

de áreas deste tipo na região. 

4.4.4 Sexagem 

Tanto o gene ZF como o SRY mostraram resultados positivos para a identificação do 

sexo dos indivíduos em ambas as espécies. Para o ZF, como esperado, no gel foi visualizada 

uma única banda para as fêmeas e duas bandas para os machos após a ação da enzima de 

restrição TaqI. Ao sequenciar os produtos da PCR encontramos o polimorfismo nos 

indivíduos machos de ambas as espécies, que serve como sítio de reconhecimento para a 

enzima de restrição (Figura 4.5).  
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Em alguns casos, os resultados foram contraditórios quando comparadas as duas técnicas 

para sexagem (a enzima no gene ZF e a amplificação do SRY). Os indivíduos que 

apresentaram esta situação foram amplificados mais uma vez com os dois genes para 

confirmação do sexo. 

 

Figura 4.5. Sequências gene ZF para as duas espécies. Destaca-se em vermelho o único sitio de ação da 
enzima de restrição, que reconhece a sequência 5’-...TCGA...- 3’ presente nos machos das duas espécies. 

 

O uso do gene SRY para a sexagem das amostras é criticado por alguns pesquisadores, 

pois a ausência da banda pode se dar por erro na amplificação e não necessariamente devido 

ao sexo do indivíduo, resultando em uma superestimação no número de fêmeas. No entanto, 

nós acreditamos que neste estudo não há desvio para o número de fêmeas uma vez que: i) que 

o SRY foi amplificado em reações multiplex utilizando o gene ZF como controle positivo de 

amplificação, ii) os resultados do gene foram utilizados em conjunto com os resultados do 

gene ZF e, iii) além disso, as amostras que foram sexadas foram aquelas que mostraram 

resultados positivos para amplificação dos marcadores mitocondriais e de mais do 70% dos 

loci microssatélites, permitindo concluir que o DNA extraído da amostra estava em ótimas 

condições para amplificação. 

O número de fêmeas de cachorro-do-mato coletadas foi maior que o número de machos 

(Tabela 4.6), entretanto o número amostral baixo e a falta de recapturas para a espécie não 

permite realizar inferências sobre a razão sexual para da espécie. 

Por outro lado, quando avaliados os valores encontrados para o lobo-guará, a razão sexual 

encontrada não se mostrou diferente à esperada para a espécie, a qual é de 1:1 (MOEHLMAN, 

1986).  

É importante destacar que, dos oito indivíduos recapturados, seis são machos e somente 

duas são fêmeas (quatro machos e duas fêmeas na EEI e dois machos em Pirassununga), 

indicando que apesar de machos e fêmeas terem áreas de vida com tamanhos iguais 

(GAMBARINI E PAULA, 2013) e os dois serem territorialistas, os machos podem marcar 
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mais vezes o território ou podem realizar a marcação em áreas mais abertas como são as 

trilhas. O anterior permite inferir que a detectabilidade das amostras de fezes varia segundo o 

sexo dos indivíduos, sendo mais fácil encontrar amostras de machos que de fêmeas. 

 

Tabela 4.6. Número de amostras de machos e fêmeas coletados para cada uma das espécies nas áreas 
estudadas. 

 Cachorro-do-mato Lobo-guará 

♂ ♀ ♂ ♀ 

EEJ - - 4 7 

PEV - - 1 1 

EEI 2 1 14 11 

FLONA - CB 1 5 1 1 

Pirassununga 4 6 11 6 

F RC. Duratex - - 1 2 

Outras - - 1 - 

Total 7 12 33 28 

 

4.4.5 Distribuição espacial dos indivíduos  

As relações de parentesco entre os indivíduos mostraram valores altos dentro e entre as 

áreas estudadas para as duas espécies, sugerindo que os indivíduos de todas as áreas estão 

relacionados e que se movimentam entre as áreas estudadas (Figuras 4.6 e 4.7). 

 

Figura 4.6. Mapa de calor das relações de parentesco entre os indivíduos de Cerdocyon thous. As cores 
escuras indicam relações de parentesco maiores, ou seja, animais mais relacionados, e as claras menores 
relações. Os quadros vermelhos destacam as relações dos indivíduos das mesmas áreas, sendo essas EEI, 

FLONA – CB e Pirassununga, de baixo para cima. 
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Do mesmo modo, foram encontrados animais com valores baixos nas relações de 

parentesco, sendo que estes valores baixos não se restringem aos indivíduos encontrados entre 

as áreas, mas também dentro delas (Figura 4.6 e 4.7). Indica-se que as populações, tanto de 

cachorro-do-mato como de lobo-guará, não são populações fechadas. Os indivíduos com 

relações de parentesco baixas são os responsáveis por aumentar a variabilidade na espécie e 

ajudam a evitar endogamia nas duas espécies. 

 

Figura 4.7. Mapa de calor das relações de parentesco entre os indivíduos de Chrysocyon brachyurus. As cores 
escuras indicam relações de parentesco maiores, ou seja, animais mais relacionados e as claras, menores. Os 
quadros vermelhos destacam as relações entre os indivíduos das mesmas áreas, incluindo somente, de baixo 

para cima, a EEI, a EEJ e a área de Pirassununga por apresentarem um maior número de indivíduos. 
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Ao plotar os gráficos das relações de parentesco em função das distâncias geográficas para 

saber se as relações de parentesco diminuem quando as distâncias geográficas aumentam, 

foram encontrados valores de coeficiente de correlação de Pearson (r2) baixos, porém 

significativos para o cachorro-do-mato. O fato de encontrar valores baixos pode ser explicado 

devido à existência de valores baixos de relacionamento, inclusive de zero, em todas as 

distâncias avaliadas (Figura 4.8). O valor encontrado foi de r2 = 0,024 (p = 0,024), indicando 

que existe relação entre a correlação genética e a distância geográfica. Entretanto, os valores 

de correlação altos são muito mais frequentes em distâncias curtas e, praticamente, 

inexistentes nas maiores distâncias (Figura 4.8). Nos resultados encontramos uma tendência 

que corrobora a hipótese de que à medida que a distância aumenta, as relações de parentesco 

diminuem, é verdadeira. A mesma análise foi realizada considerando, somente, as relações 

entre os machos  (r2 = -0,04, p = 0,66) e entre as fêmeas (r2 = 0,005844,  p = 0,2441) sendo 

que para nenhum dos sexos os valores foram significativos.  

 

Figura 4.8. Regressão linear entre a correlação genética (r) em função da distância geográfica para Cerdocyon 
thous. 

 
 

Para o lobo-guará, o comportamento dos dados não foi diferente, pois também foram 

encontrados valores baixos de r2, mas significativos ao analisar a correlação entre os valores 

de parentesco e as distâncias genéticas (r2 = 0,005, p = 0,001) (Figura 4.9). Isto confirma, 

mais uma vez, nossa hipótese e mostra o comportamento da diminuição ou ausência de valores 

de parentesco altos em distâncias geográficas maiores. 

 



57 

 

Figura 4.9. Regressão linear entre a correlação genética (r) em função da distância geográfica (km) para 
Chrysocyon brachyurus. 

 

Quando analisadas separadamente as relações de parentesco existentes entre os machos e 

entre as fêmeas encontramos valores significativos para as fêmeas (r2 = 0,0084, p = 0,035), 

porém não para os machos (r2 = 0,0021, p = 0,1513). No gráfico das relações entre fêmeas 

(Figura 4.10), é possível visualizar como a ausência de valores de relação altos nas maiores 

distâncias é mais evidente que no gráfico dos machos. Por isso, foi avaliado se este fenômeno 

seria explicado pelo comportamento filopátrico, que comumente é encontrado nas fêmeas em 

inúmeras espécies de mamíferos (REIS et al., 2011). 

 

Figura 4.10. Regressão linear entre a correlação genética (r) em função da distância geográfica (km) para 
Chrysocyon brachyurus, somente com as relações de parentesco entre os machos e entre as fêmeas. 

 

 

Para isso, analisamos as relações de parentesco par a par em um novo mapa de calor, no 

qual foram organizados os indivíduos por sexo. Entretanto, ao visualizar os resultados não foi 

evidenciado esse padrão, pois não existem valores maiores nas relações de parentesco entre 

as fêmeas que entre os machos, e assim mesmo, existem valores de parentesco baixos tanto 

entre as relações dos machos como das fêmeas (Figura.4.11). 

Os indivíduos que mostraram valores altos para os coeficientes de parentesco (maiores a 

0,5) são poucos, mas pertencem a áreas diferentes (Figura 4.6 e 4.7) indicando que os alelos 
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estão sendo efetivamente transportados entre as áreas, e que os indivíduos não ficam restritos 

às áreas amostradas. Assim, podemos concluir que machos e fêmeas apresentam 

comportamentos semelhantes e nenhum dos sexos parece mostrar sinais de filopatria. 

 
Figura 4.11. Mapa de calor mostrando as relações de parentesco entre os indivíduos de Chrysocyon 

brachyurus. As cores escuras indicam relações de parentesco maiores, ou seja, animais mais relacionados e as 
cores claras, menores relações de parentesco entre os indivíduos. Nos quadrados se destacam as relações entre 

os indivíduos machos (preto) e entre as fêmeas (vermelho). 

 

 

Os indivíduos das áreas amostradas encontram-se misturados, sem ter uma área que se 

comporte como fonte ou como sumidouro, pois não existe uma migração maior de indivíduos 

em algum sentido. Assim mesmo, os valores de parentesco sem nenhum padrão evidenciam 

que as áreas amostradas do estado de São Paulo não apresentam esta dinâmica. 

A natureza generalista e oportunista das espécies permite que, apesar do isolamento 

estrutural das áreas amostradas, os indivíduos se movimentam entre os fragmentos existentes 
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mantendo o fluxo gênico e evitando isolamento das populações por estruturação funcional. 

Entretanto, esta natureza obriga aos indivíduos a atravessar grandes extensões desprotegidas, 

altamente urbanizadas e inclusive rodovias, expondo-os a perigos que podem levá-los à morte. 

 

4.4.6 Números efetivos populacionais 

Como todos os animais mostraram relações de parentesco altos e baixos independente da 

área onde foram coletados consideramos que todos os indivíduos amostrados pertencem a 

uma única população para calcular os números efetivos populacionais.  

Para as análises dos números efetivos populacionais foram considerados os valores obtidos 

para o acasalamento monogâmico, pois na literatura as duas espécies são consideradas 

pertencentes a este tipo de sistema de acasalamento (RODDEN et al., 2004; REIS et al., 

2011). Nesse modelo os números efetivos para ambas as espécies são menores quando 

considerado o sistema de acasalamento ao acaso que quando considerada a monogamia, pois 

a probabilidade para cada indivíduo de se reproduzir no primeiro sistema é menor. 

  

Tabela 4.7. Números efetivos populacionais para Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus usando o 
programa NeEstimator. 

Cachorro-do-mato Ne 
Limites de confiança  

Parametric Jacknife 

Acasalamento ao acaso 27,1 11,4– 522,0 14,1-94,9 

Monogâmico 55,6 24,6-959,2 29,8-186,9 

Lobo-guará Ne Parametric Jacknife 

Acasalamento ao acaso 138,5 54,8 - ∞ 41,7 - ∞ 

Monogâmico 279,7 111,4 - ∞ 85,4 - ∞ 
 

O tamanho efetivo populacional calculado para cachorro-do-mato indica que há 

aproximadamente 56 indivíduos contribuindo geneticamente (Tabela 4.7). Entretanto, 

acreditamos que este número esteja subestimado devido a vários eventos. Por exemplo, 

quando é calculado o Ne a partir de marcadores altamente polimórficos como os 

microssatélites, os programas excluem os alelos raros para facilitar a avaliação dos dados 

(WAPLES E DO, 2008). Os alelos raros podem ser influenciados pelo tamanho amostral, e 

não necessariamente por serem raros, subestimando assim o Ne. Além disso, o desequilíbrio 

de ligação é influenciado pela presença de fluxo gênico, sendo que animais diferentes dos 

próprios às populações podem aumentar o desequilíbrio de ligação, provocando assim, 
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subestimação do tamanho efetivo populacional (WAPLES, 2006) e consequentemente um 

valor de Ne menor ao real. 

Para o lobo-guará, o valor de Ne calculado foi de 280 indivíduos para as áreas amostradas, 

e o valor se encontra entre os intervalos de confiança. Os valores indicam um alto número de 

indivíduos contribuindo geneticamente para a população e mostram que os valores de censo 

de lobo-guará para a área podem chegar a 2800 indivíduos quando utilizado o pressuposto de 

que o Ne corresponde a 10% do tamanho censo segundo Frankham (1995) ou 1400, quando 

assumido o valor de 20% proposto por Waples (2002). O número de animais nas áreas 

amostradas reitera a importância das unidades de conservação e dos remanescentes para a 

conservação e manutenção da espécie. 

 

4.5 Conclusões  

O número de indivíduos e as densidades encontradas nas áreas mostraram como os 

remanescentes de vegetação natural são uma fonte importante de recursos para as espécies, 

principalmente, em locais com alto grau de fragmentação, como o estado de São Paulo.  

O número maior de lobos-guará machos indica que as amostras de fezes permitem uma 

maior detectabilidade da espécie, ao comparar com o cachorro-do-mato, e dos machos.  

A movimentação de indivíduos entre as áreas pode ser um reflexo de que os locais não têm 

recursos suficientes para o número de animais e que os indivíduos precisam sair 

frequentemente em busca de recursos.  

Encontrar valores altos nas relações de parentesco entre as áreas mostram que o fluxo de 

indivíduos ainda é constante. 

Podemos afirmar que existe relação entre a distância geográfica e a relação de parentesco 

e que esta relação é negativa, pois à medida que a distância geográfica aumenta as relações 

de parentesco diminuem. Apesar de ter sido encontrados valores baixos de parentesco em 

todas as distâncias, diminuindo a inclinação das linhas de tendência, os valores de parentesco 

altos estão restritos a distâncias menores e são praticamente inexistentes nas maiores 

distâncias confirmando nossa hipótese.  

Os dados deste estudo são mais uma evidência de que qualquer remanescente; tanto 

unidades de conservação integral, como remanescentes naturais mantidos por iniciativas 

particulares, torna-se importante para conservação da biodiversidade, principalmente em 

áreas com forte intervenção humana e altamente antropizadas como as existentes no estado 

de São Paulo.  
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5 CAPÍTULO 2: ANÁLISES GENÉTICO POPULACIONAIS DE CACHORRO-

DO-MATO E DE LOBO-GUARÁ 

 

5.1 Introdução 

O crescimento e desenvolvimento das cidades, os sistemas de produção pecuária intensiva 

e monoculturas conduzem à diminuição de remanescentes de habitat natural e ao aumento da 

degradação deles. A transformação da paisagem altera drasticamente a estrutura e função das 

populações (GORMAN E RAFFAELLI, 2008) e, consequentemente, das dinâmicas 

ecológicas (RIBEIRO et al., 2016), devido à perda de habitat, perda de recursos, isolamento 

e redução dos tamanhos populacionais. 

Além da perda de hábitat e recursos, a fragmentação aumenta a probabilidade das 

populações sofrerem com outros riscos, como mortes por contato com animais domésticos 

(WEBER E RABINOWITZ, 1996) ou transmissão de doenças desses animais (GINSBERG 

E MACDONALD, 1990); e no caso dos canídeos, eles podem se tornar alvos para caçadores 

por atacarem criações de animais domésticos. 

Populações pequenas são mais suscetíveis às forças evolutivas e aos efeitos negativos dos 

fenômenos ambientais, demográficos e genéticos (FAHRIG, 2003; FRANKHAM et al., 

2008). As consequências genéticas das forças evolutivas podem resultar em aumento dos 

indivíduos homozigotos, diminuição dos heterozigotos, aumento da ação da deriva, e 

consequente depressão endogâmica na população (JOHNSON et al., 2001). Os problemas 

genéticos podem ser traduzidos em perda da variação genética e aumento da probabilidade de 

extinção de populações locais (O'BRIEN, 1994). 

As migrações e o fluxo constante de indivíduos entre as populações dos remanescentes são 

importantes na manutenção da variação genética das espécies, porque elas permitem a entrada 

e saída recorrente de genes, o que proporciona o aumento da diversidade genética 

(FRANKHAM et al., 2008). Contudo, isso se torna difícil em áreas fragmentadas localizadas 

em matrizes descontínuas com alta intervenção antrópica e, algumas vezes, divididas por 

grandes estradas.  

Apesar da plasticidade e a capacidade de adaptação do lobo-guará e do cachorro-do-mato, 

as duas espécies se veem fortemente afetadas pelos problemas causados pela transformação 

da paisagem, enunciados anteriormente. A preocupação pela conservação das duas espécies 

aumenta, pois, tanto os lobos-guará quanto os cachorros-do-mato desempenham uma 

importante função ecológica nos ecossistemas, por serem espécies dispersoras de sementes e 
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controladoras dos tamanhos populacionais das presas (JUAREZ E MARINHO-FILHO, 2002; 

REIS et al., 2011). 

As duas espécies apresentam similaridades importantes, entretanto elas apresentam 

caraterísticas biológicas e parâmetros populacionais diferentes. O cachorro-do-mato 

apresenta uma ampla distribuição na América do Sul (BERTA, 1982; COURTENAY E 

MAFFEI, 2004; REIS et al., 2011), é considerada ua espécie social (MONTGOMERY E 

LUBIN, 1978; MACDONALD E COURTENAY, 1996), com densidades que vao desde 0,55 

– 0,78 indivíduos/km2 (FARIA-CORRÊA et al., 2009; DESBIEZ et al., 2010). O lobo-guará 

apresenta uma menor distribuição em relação ao cachorro-do-mato, pois o mesmo é 

considerado típico de savanas abertas, encontrando-se principalmente no Cerrado brasileiro 

(CARVALHO, 1976; REIS et al., 2011). Dentro da família dos canídeos, é considerada uma 

das espécies menos sociais (BIBEN, 1983), as densidades encontradas para a espécie vao 

desde 0,03 até 0,1 indivíduos/km2 (SILVEIRA 1999; RODRIGUES 2002; TROLLE et al. 

2007; RAMALHO et al. 2014). 

Para ter uma visão mais completa da situação atual das espécies, suas populações, seus 

recursos genéticos e suas funções ecológicas é importante conhecer a variação genética em 

paisagens fragmentadas para explicar dinâmicas populacionais das duas espécies de canídeos. 

Considerando que existe uma relação entre a dispersão, o fluxo gênico e a estrutura genética, 

a identificação da estrutura genética das populações permite inferir padrões da dispersão das 

populações selvagens (BOHONAK, 1999). 

Neste contexto, no presente trabalho pretende-se trazer informações sobre a: a) variação 

genética, b) estrutura populacional das espécies de canídeos Cerdocyon thous (cachorro-do-

mato) e Chrysocyon brachyurus (lobo-guará) em paisagens antropizadas da região centro-

oeste e sudeste do Brasil, a partir de análises genético-populacionais e, c) avaliar as respostas 

genéticas das duas espécies, que apresentam dinâmicas populacionais diferentes. 

 

5.2 Hipóteses 

Assumindo que a fragmentação leva à redução da variação genética (FAHRIG, 2003; 

FRANKHAM et al., 2008), acreditamos que populações que sofrem com pressões 

antropogênicas constantes apresentarão valores de diversidade genética reduzidos, assim 

como evidências de gargalos populacionais recentes. 
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Considerando que a diminuição de fluxo gênico pode levar a diferenciação das populações 

(FRANKHAM et al., 2008) fragmentos mais isolados e/ou mais alterados apresentarão fluxo 

gênico reduzido e consequentemente, maiores sinais de diferenciação genética. 

Populações pequenas são mais suscetíveis às forças evolutivas e aos efeitos negativos dos 

fenômenos ambientais, demográficos e genéticos (FAHRIG, 2003; FRANKHAM et al., 

2008), acreditamos assim que os lobos-guará apresentarão mais consequências genéticas 

recentes da alteração da paisagem que os cachorros-do-mato.  

 

5.3 Material e métodos 

5.3.1 Área de estudo 

Durante os anos de 2012 a 2016 foram coletadas amostras de lobo-guará e cachorro-do-

mato, principalmente, em nove áreas localizadas em três estados do Brasil: uma área em Mato 

Grosso do Sul (MS), uma área entre Goiás (GO) e Minas Gerais (MG) e sete no estado de São 

Paulo (SP), principalmente em unidades de conservação do estado (Figura 5.1). 

Adicionalmente, algumas amostras de animais atropelados foram coletadas em áreas 

próximas às nove áreas estudadas. 

As coletas realizadas no estado de Mato Grosso do Sul concentraram-se entre os meses de 

abril de 2013 e março de 2014. Foram amostrados, exclusivamente, animais atropelados em 

três diferentes rotas, entre as coordenadas -19,510/-21,750 e -52,160/-57,509, que tiveram 

como ponto inicial na cidade de Campo Grande: o primeiro sobre a rodovia BR-262/MS 

terminando na ponte sobre o rio Paraguai com uma extensão total de 340 km; o segundo sobre 

a mesma rodovia terminando em Três Lagoas (305 km) e; o último de 275 km sobre a BR-

163/MS e a BR-267/MS, chegando à cidade de Nova Andradina. A paisagem está 

caracterizada por culturas de pasto e agricultura, assim como de alguns remanescentes de 

Cerrado e Mata Atlântica. Todas as amostras da região foram disponibilizadas pelo Projeto 

Tatu Canastra Pantanal e pelo Projeto Anta Pantanal. 

No estado de Goiás, as coletas foram realizadas durante quatro anos (2012 – 2016) em 

fazendas de gado localizadas entre os municípios de Cumari (GO) e Araguari (MG), entre as 

coordenadas -18.320/-18.427 e -48.080/-48.180. A maior parte da área (90%) está coberta por 

pasto (Brachiaria sp.) e 10% mantêm pequenos remanescentes de vegetação, como mata ciliar 

e cerrado sensu stricto. Foram coletadas, principalmente, amostras de sangue numa área total 

de 12000 ha, assim como amostras de animais atropelados em áreas próximas à estudada. 



64 

 

Todas as amostras da região foram coletadas e cedidas pelo Programa de Conservação 

Mamíferos do Cerrado (PCMC). 

 

Figura 5.1. Áreas de estudo onde foram coletadas amostras de tecido de animais atropelados, sangue de animais 
capturados ou amostras não invasivas (fezes) de Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus. 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

As amostras de fezes foram coletadas durante os meses de junho de 2012 a novembro de 

2015 em unidades de conservação do estado de São Paulo: na Estação Ecológica do Jataí 

(EEJ), localizada próxima ao município de São Luiz Antônio, entre as coordenadas -21.504/-

21.667 e -47.6080/-47.6648; no Parque Estadual Vassununga (PEV), situado no município de 

Santa Rita do Passo Quatro e localizado entre as coordenadas -21.4108/-21.722 e -47.469/-

47.6094; na Estação Ecológica de Itirapina (EEI), localizada entre os municípios de Itirapina 

e Brotas, delimitada pelas coordenadas -22.193/-22.257 e -47.860/-47.931; na Estação 

Ecológica dos Caetetus (EEC), localizada entre os municípios de Gália e Alvilândia, entre as 

coordenadas -22.371/-22.433 e -49.669/-49.726; na Floresta Nacional de Capão Bonito 

(FLONA-CB), em uma área delimitada pelas coordenadas -23.843/-23.967 e -48.495/-

48.539; e em remanescentes de vegetação natural dentro do estado: um próximo do município 

de Pirassununga, localizado na Academia da Força Aérea (AFA), entre as coordenadas -
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21.952/-22.009 e -47.314/-47.353, e na Fazenda Rio Claro da Duratex® (Lençóis Paulista), 

entre as coordenadas -22.347/-22.530 e -48.8434/-48.989. Também foram coletadas amostras 

de animais atropelados próximo às unidades de conservação enunciadas. 

5.3.2 Obtenção das amostras 

Para o estudo foram coletados três tipos de amostras: tecido, sangue e fezes. Dos animais 

mortos por atropelamentos, foi coletada uma amostra de tecido (preferencialmente uma 

porção da orelha ou da língua) que foi armazenada em microtubos (de 2 mL) contendo álcool 

a 96%. As amostras de animais atropelados do estado de Goiás e São Paulo foram coletadas 

de maneira oportunista em estradas próximas ou que cortam as áreas estudadas. 

As amostras de sangue foram armazenadas em tubos Vaccutainer® com EDTA para 

extração de DNA e obtidas, em sua maioria, de animais capturados na área de estudo do estado 

de Goiás. Particularmente, no estado de São Paulo foram coletadas amostras de sangue 

pertencente a dois lobos-guará atropelados que não morreram, foram tratados em zoológicos 

e parques ecológicos e depois liberados de volta à natureza. 

Para a captura dos cachorros-do-mato em Goiás foram utilizadas armadilhas tipo 

TomahawkTM. Já os indivíduos de lobos-guará foram capturados utilizando uma armadilha 

tipo gaiola de arame galvanizado e com portas de fechamento de guilhotina acionadas por 

uma plataforma, desenhada especialmente para a espécie. As armadilhas foram distribuídas 

ao longo da área de estudo dependendo de dados previamente coletados pelo PCMC com 

armadilhas fotográficas e com observações noturnas das espécies. No final da tarde os dois 

tipos de armadilhas eram abertos e iscados (com sardinha) e ao amanhecer eram checadas. 

Com isso pretendia-se aproveitar o pico de atividade das espécies, assim como evitar 

desidratação e/ou golpe de calor dos animais que fossem eventualmente capturados. Os 

animais capturados foram avaliados e sedados por um veterinário com experiência em animais 

silvestres. 

As coletas realizadas para o presente estudo foram aprovadas pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da Universidade Federal de São Carlos (CEUA/UFSCAR) segundo o n° 

UFSCAR CEUA 1165130815, de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de 

2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho 

Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). O projeto também foi 

autorizado para ser desenvolvido dentro das unidades de conservação pelo Instituto Federal 

no PROCESSO SMA Nº.: 260108 – 011.611/2012. Além disso, o Sistema de Autorização e 
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Informação em Biodiversidade – SISBIO permitiu o transporte de amostras das duas espécies 

sob o número 38613-3. 

 

5.3.3 Extração de DNA  

As extrações do DNA total das amostras de tecido e sangue foram realizadas seguindo o 

protocolo de fenol-clorofórmio descrito por Sambrook et al. (1989). Para a extração, foi 

utilizada uma porção de aproximadamente 1 cm2 de tecido ou 100 µL do sangue total. 

A extração das amostras de fezes foi realizada utilizado o Kit QIAamp DNA Stool Mini 

Kit (Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante. Esse Kit é especialmente 

desenvolvido para a extração de DNA em amostras que podem apresentar inibidores da PCR, 

como é o caso das amostras de fezes. A extração foi realizada utilizando uma porção de 

aproximadamente 1 cm da camada externa das fezes. 

 

5.3.4 Confirmação molecular da espécie 

A confirmação molecular da espécie é indispensável em amostras de fezes, porém também 

necessária para amostras de tecido em alguns casos. Por exemplo, no caso do cachorro-do-

mato, pois outras espécies de canídeos que ocorrem simpatricamente, como a raposa-do-

campo (Lycalopex vetulus), podem ser identificadas erroneamente como pertencentes à 

mesma, principalmente, no caso dos atropelamentos onde algumas características 

taxonômicas diagnósticas podem ser perdidas dificultando ou impossibilitando a identificação 

morfológica.  

Para isso foram utilizadas três regiões mitocondriais; o gene ATP sintetase F0 subunidade 

6 (ATP6) utilizando os primers ATP6-DF3 (5’- AAC GAA AAT CTA TTC GCC TCT - 3’) 

(HAAG et al., 2009) e ATP6-DR2 (5’ - TGG ATG GAC AGT ATT TGT TTT GAT - 3’) 

(CHAVES et al., 2012); a região controle com os primers CanCR-F (5’ - 

CCTATGTACGTCGTGCATTA - 3’) e CanCR-R (5’ - GATGGTTTCTCGAGGCATGG - 

3’) (RODRIGUEZ-CASTRO et al. submited) e o rRNA12S (12S) utilizando os pares 

Car12Ss1-F (5’ - GCTTAAAACTCAAAGGACTT - 3’) e o Car12Ss1-R (5’ -

TACACCTTGACCTAACTTTT - 3’) (RODRIGUEZ-CASTRO et al. submited). 

As amplificações foram realizadas em Termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems) para um volume final de 12 µL, de acordo com as recomendações dos 

autores. A amplificação dos produtos de PCR e dos controles negativos foi avaliada em gel 
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de agarose 1 %. As amostras que mostraram resultados positivos foram purificadas com as 

enzimas ExoSAP-IT (Affymetrix) e sequenciados em sequenciador automático 3730xl DNA 

Analyzer (Applied Biosystems). 

As sequencias foram editadas manualmente e analisadas no programa Geneious 8.0.2 

(KEARSE et al., 2012). Após da edição, as sequências foram comparadas com sequências 

das espécies estudadas e de outras espécies de canídeos e felinos, descarregadas da base de 

dados do National Center of Biotechnology Information (NCBI) data bank 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para considerar um indivíduo da espécie foram 

utilizados valores de 100% de query coverage e pelo menos 95% de maximum identity. 

 

5.3.4.1 Linhagens de cachorro-do-mato 

Num estudo molecular prévio foram descritos dois grandes clados para Cerdocyon thous 

no Brasil, denominados de clado norte e clado sul (TCHAICKA et al., 2007). O clado norte 

ocorre, principalmente, no Norte e no Nordeste do Brasil, enquanto que o clado sul é mais 

representativo do Sul e Sudeste do país, no entanto, no centro do país e em algumas 

localidades do nordeste existem áreas onde coexistem indivíduos dos dois clados 

(TCHAICKA et al., 2007). 

No presente estudo, apesar dos sítios de coleta estar localizados na área de ocorrência do 

clado sul, alguns deles se encontram muito próximos de locais onde ocorrem conjuntamente 

os dos dois clados. Por essa razão, foi realizada uma análise utilizando a região controle do 

DNA mitocondrial (mtDNA), para classificar nossos animais, em relação aos clados definidos 

por Tchaicka et al. (2007). 

Para isso o fragmento da RC foi amplificado por PCR utilizando os primers MTLPRO2 

(5' - CACTATCAGCACCCAAAGCTG - 3´) e CCR-DR1(5' - 

CTGTGACCATTGACTGAATAGC - 3') descritos por Tchaicka et al. (2007), seguindo as 

recomendações dos autores. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% 

e purificados utilizando as enzimas ExoSAP-IT (Affymetrix). O sequenciamento dos produtos 

foi realizado automaticamente em sequenciador 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems). 

As sequências foram editadas manualmente no software Geneious 8.0.2 (KEARSE et al., 

2012) e alinhadas contra sequências da espécie (EF106981–EF107047) depositadas no 

Genbank por Tchaicka et al. (2007) usando-se a ferramenta ClustalW (THOMPSON et al., 

1994), implementada neste mesmo programa. Para estabelecer o clado ao qual pertencem as 

amostras coletadas elaboramos árvores de distância, com os alinhamentos, utilizando o 
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método de Neighbor-Joining (SAITOU E NEI, 1987) e o modelo de substituição de Jukes-

Cantor (JUKES E CANTOR, 1969). A significância estatística foi estabelecida utilizando 

método de reamostragem bootstrap, com 1000 réplicas. Como grupo externo foram utilizadas 

sequências do lobo-guará (Chrysocyon brachyurus). 

 

5.3.5 Caracterização genética das populações  

Para analisar a variação e o fluxo gênico nas populações de cachorro-do-mato e lobo-guará 

foram utilizados 11 loci microssatélites heterólogos (2001, 2004, 2006, 2010, 2018, 2054, 

2088, 2132, 2137, 2140 e 2159) (FRANCISCO et al., 1996). A amplificação dos primers foi 

testada, previamente, por vários autores em ambas as espécies mostrando resultados positivos 

(TCHAICKA, 2006; SALIM et al., 2007; FONTOURA‐RODRIGUES et al., 2008; LION et 

al., 2011; MANNISE et al., 2012; RAMALHO et al., 2014). Como complemento, no presente 

estudo, os produtos amplificados foram sequenciados para confirmar a especificidade dos 

primers e o motif dos microssatélites em questão. 

As reações de amplificação seguiram o protocolo de Schuelke (2000), no qual um dos 

primers específicos é marcado com uma cauda de 18 pb (cauda M13) e um terceiro primer, 

acrescido de um fluoróforo, é utilizado na reação. 

As PCRs foram realizadas para volume final de 10 µL contendo50 ng do DNA molde; 1X 

do buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 2,5 mM de MgCl2 (50 mM, 

Invitogen); 0,2 µM de dNTPs; 0,2 pmol do primer com a cauda; 0,8 pmol do primer não 

marcado e da fluorescência para marcar o M13; 0,5 unidades de Taq DNA Polymerase 

Platinum (Invitrogen) ou 1 unidade quando usadas amostras de fezes; 0,25mg/mL de BSA 

(Bovine Serum Albumin) para as amostras de fezes; e água ultrapura (q.s.p). As reações 

seguiram o seguinte programa de amplificação: 94°C durante 1 minuto; 27 ciclos de 

amplificação a 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento dos primers por 45 segundos, 

74°C por 1 minuto; seguidos de oito ciclos de 94°C durante 30 segundos, 53°C (incorporação 

do fluoróforo à cauda M13) por 45 segundos e 72°C a 45°C; e uma extensão final de 15 

minutos a 72°C. A maioria dos primers específicos foi amplificada utilizando uma 

temperatura de anelamento de 58°C, a exceção dos loci 2010 e 2132 para os quais foram 

utilizadas temperaturas de 59°C e 60°C, respectivamente. 

Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose 1% e, posteriormente, genotipados 

em sequenciador automático ABI 3130 da Applied Biosystems. O tamanho dos alelos foi 

identificado no software Geneious R8 (KEARSE et al., 2012). 
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Para evitar os erros de genotipagem, e aumentar o sucesso de amplificação das amostras 

de fezes, foram escolhidos para amplificação fragmentos pequenos, de menos de 200 pb. 

Assim mesmo, todos os loci microssatélites foram amplificados para cada amostra 

independentemente, no mínimo, duas vezes quando heterozigoto e três quando homozigoto, 

para confirmação do genótipo. Outros cuidados foram tomados com todas as amostras para 

diminuir as taxas de erro; como amplificação dos alelos e das amostras de forma aleatória e 

eliminação das amostras que apresentaram menos de 70% dos loci amplificados, como 

recomendado por Beja-Pereira et al. (2009). Erros de genotipagem foram avaliados pelo 

software Micro-Checker 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).  

 

5.3.6 Sexagem  

O sexo dos indivíduos capturados das duas espécies foi determinado em campo durante os 

procedimentos, e amostras destes indivíduos foram utilizadas como controles positivos para 

a identificação do sexo dos indivíduos atropelados e os amostrados por fezes.  

O sexo dos indivíduos atropelados foi determinado utilizando análises de Melting de Alta-

Resolução (HRM) no sistema de detecção para PCR em tempo real CFX96 (Bio-Rad). Para 

isso, um par de primers específico para sexagem de carnívoros ZFKF (5'-

CAAAAGGTGGCGATTCAATAA-3') e ZFKR (5'-ATGGAGAGCCACAAGCTRAC-3'), 

descrito previamente por Ortega et al. (2004) foi utilizado para amplificar uma região do gene 

Zink Finger (ZFx e ZFy), seguindo as concentrações, ciclos e temperaturas sugeridas por 

González et al. (2015a). As curvas de Melting permitiram estabelecer o sexo dos indivíduos 

em ambas as espécies (GONZÁLEZ et al., 2015a), pois diferenças nas bases nucleotídicas 

das sequências de cada sexo mostram padrões diferentes nas curvas de dissociação de machos 

e fêmeas (RIRIE et al., 1997; MORINHA et al., 2013). 

Como as amostras de fezes apresentam concentrações diferentes de DNA, e na maioria dos 

casos, insuficientes para esta metodologia foi necessário amplificar fragmentos de duas 

regiões diferentes por PCR tradicional para a determinação do sexo: o ZF e o gene da região 

determinante Y (SRY). 

Para amplificação do ZF foram utilizados os primers enunciados anteriormente, descritos 

por Ortega et al. (2004). Esses primers amplificam uma região do Zink finger presente em 

machos e fêmeas que apresenta um polimorfismo para os machos. O polimorfismo 

corresponde a um único sitio de restrição para a enzima TaqI. Quando submetidas à ação da 

enzima, as amostras de fêmeas não sofrem nenhuma mudança, mostrando uma banda 
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correspondente ao tamanho originalmente amplificado (195 pb), enquanto que os machos 

apresentam duas bandas; uma de 195 pb do cromossomo X e uma menor (154 pb) do 

cromossomo Y, criada pela ação da enzima. 

A amplificação dos fragmentos do Zink finger foi realizada usando o protocolo proposto 

pelos autores. Do mesmo modo, as concentrações para a ação da enzima de restrição TaqI 

seguiram as recomendações propostas, porém o tempo de incubação foi reduzido à metade, 

utilizando assim 1 hora e 30 minutos. A inativação da enzima foi feita com EDTA 0,5M como 

recomendado pelo fabricante. Todos os produtos de PCR submetidos à restrição, incluindo os 

controles positivos e negativos, foram corridos a 40 volts durante duas horas em gel de 

agarose 3%. 

Para amplificação do gene SRY, foram utilizados os primers LUT-SRY F (5'-

GAATCCCCAAATGCAAAACTC-3') e LUT-SRY R (5'-

GGCTTCTGTAAGCATTTTCCAC-3'), originalmente descritos para sexagem da lontra-

europeia (Lutra lutra) por Dallas et al. (2000). Os primers foram amplificados conjuntamente 

com o gene ZF como controle positivo em uma reação multiplex. Para confirmar a 

amplificação do fragmento de interesse nas espécies estudadas, os produtos amplificados 

foram sequenciados automaticamente no sequenciador 3730xl DNA Analyzer (Applied 

Biosystems). 

As PCRs foram realizadas para volume final de 12 µL, incluindo: 0,2 µM de dNTPs; 1X 

do buffer tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 3 mM de MgCl2 (50 mM, 

Invitogen); 0,3 pmol de cada primer; 0,25 mg/mL de BSA; 1unidade de Taq Polymerase 

Platinum (Invitrogen); 50 ng do DNA molde e água ultrapura (q.s.p). As PCRs foram 

conduzidas em termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems), com uma desnaturação inicial 

a 94°C durante 3 minutos; 40 ciclos de amplificação a 94°C por 45 segundos, 60°C por 45 

segundos e 72°C por 90 segundos; e uma extensão final de 20 minutos a 72°C. Tanto fêmeas 

e machos apresentaram amplificação do ZF, por se tratar do controle positivo, entretanto ao 

utilizar o primer SRY, por se tratar de um primer próprio para amplificação de um fragmento 

do cromossomo Y somente é esperada a amplificação de uma banda de 70 pb dos machos. Os 

produtos das PCRs foram visualizados em gel de agarose 3%.  

Foram considerados machos aqueles indivíduos que mostraram duas bandas ao ser 

amplificadas para o gene ZF após o tratamento com a enzima de restrição e que apresentaram 

amplificação do gene SRY, e fêmeas aqueles que mostraram uma única banda após a ação da 
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TaqI sobre o produto amplificado do ZF e nenhuma banda quando amplificado o SRY. As 

amostras que mostraram contradições nos dois resultados foram repetidas para os dois genes.   

 

5.3.7 Estrutura genético-populacional 

Inicialmente avaliamos a presença de estruturação populacional entre e dentro das áreas 

amostradas para saber quantas populações existem. Para isso, foram utilizados métodos de 

atribuição bayesiana com informação espacial com software BAPS 6 (Bayesian Analysis of 

Population Structure) (CORANDER et al., 2008) e sem informação espacial no programa 

STRUTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000). Do mesmo modo realizamos uma análise de 

correspondência fatorial (AFC), no programa GENETIX 4.0.5 (BELKHIR et al., 1996). Foi 

calculado o valor par a par de FST (WRIGHT, 1949) e de RST (SLATKIN, 1995), um análogo 

ao índice de fixação de Wright, e o índice de diferenciação Jost (Dest) (JOST, 2008). 

A análise de atribuição bayesiana nos permite estimar o número de populações (K) 

existentes no nosso conjunto de dados sem necessidade de informação prévia sobre o número 

de locais amostrados ou número de possíveis populações. As análises no software BAPS 

foram realizadas em nível individual e utilizando-se as coordenadas registradas com o GPS. 

No programa STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000), avaliamos o número de 

populações buscando maximizar a probabilidade dos dados. Foram realizadas 10 corridas 

independentes de K = 1-20 com 200000 MCMC (Markov chain Monte Carlo) interações, e 

um período de burn-in de 100000, utilizando os modelos de admixture (assume que o 

indivíduo pode ter origem em distintas populações) e de frequências alélicas correlacionadas 

(pressupõe que as populações divergiram de um ancestral comum). Para cada valor de K, a 

média dos valores de probabilidade logarítmica e o desvio foram calculados. Em seguida, 

realizamos a correção de Evanno et al. (2005), que se baseia na taxa de mudança da 

probabilidade a posteriori dos dados entre sucessivos valores de K (ΔK). O ΔK foi avaliado 

no programa online Structure Haverster (EARL E VONHOLDT, 2012), que estima o número 

de populações, usando o método proposto por Pritchard et al. (2000) e Evanno et al. (2005). 

Para explicar a maior quantidade de variância (alelos) com o menor número de 

componentes (loci) foi realizada uma análise de correspondência fatorial (AFC) no programa 

Genetix 4.05 (BELKHIR et al., 1996), considerando o número de variações não 

correlacionadas. Do mesmo modo, análises discriminantes de componentes principais 

(DAPC) foram realizadas utilizando o pacote Adegenet no programa R (R CORE TEAM, 
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2013). Nesta análise são maximizadas as diferenças entre os grupos encontrados (JOMBART 

et al., 2010). 

Para verificar a diferenciação genética entre as populações definidas foi utilizado o RST 

(SLATKIN, 1995), uma medida de distâncias genéticas análogo ao FST. O FST (WRIGHT, 

1949) leva em conta a variância das frequências alélicas entre as duas localidades, entretanto 

tem sido demonstrado que o FST, tenderá a subestimar o verdadeiro nível de diferenciação 

genética quando aplicados a dados de microssatélites, pois foi desenvolvido para marcadores 

bialélicos, enquanto que o RST assume que os alelos mudam de acordo com o modelo de step-

by-step dando valor a cada repetição que está sendo adicionada (GOODMAN, 1997). O valor 

do RST foi utilizado para comparar as populações numa análise de AMOVA no programa 

GenAlEx 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2006) e par a par no programa Arlequin 3.0 

(EXCOFFIER et al., 2005). 

O valor de GST (NEI, 1973), análogo a FST, reflete a perda de heterozigosidade das 

subpopulações em relação à heterozigosidade total, porém se satura ao utilizar loci muito 

polimórficos, impedindo alcançar valores de 1 que representaria a diferenciação real das 

populações.  A saturação se dá devido a que os três componentes dos estatísticos F estão 

interligados (variação local, variação entre populações e variação total). Nesse sentido, Jost 

(2008) propôs um índice corrigido para o cálculo da diversidade genética, o Dest, que utiliza 

o número efetivo de alelos para quantificar a diversidade genética.  Para as análises 

populacionais foi utilizado este índice, que foi calculado utilizando o pacote DEMEtics no 

programa R (R CORE TEAM, 2013), após verificação da estruturação populacional. 

Outra abordagem bayesiana utilizando informação espacial foi utilizada para saber o 

número de clusters no pacote GENELAND (GUILLOT et al., 2005) implementado no 

programa R (R CORE TEAM, 2013). Para as análises foram utilizadas frequências alélicas 

no correlacionadas, pois apesar de ser menos eficiente para detectar subestruturação, é mais 

sensível a isolamento por distância (GUILLOT et al., 2005). 

Do mesmo modo, também foi calculado o FST utilizando o software FSTAT 2.9.3 

(GOUDET, 2001), pois trabalhos realizados anteriormente com as espécies utilizaram este 

estimador, e assim, é necessário para poder realizar comparações. 

As medidas diretas de dispersão de animais não necessariamente refletem o movimento 

dos alelos, pois, nem sempre os indivíduos que migram conseguem se reproduzir na nova 

localidade para que o fluxo gênico realmente ocorra. Para conseguir medidas mais corretas 

do fluxo gênico é utilizado o número de indivíduos que migram com sucesso (Nm) baseado 
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nos valores de FST ou nos alelos privados. Devido aos problemas que podem se apresentar ao 

trabalhar com o FST e microssatélites o Nm foi calculado utilizando o método dos alelos 

privados (SLATKIN, 1985) no programa Genepop 4.6 (RAYMOND E ROUSSET, 1995). 

Além disso, os indivíduos foram atribuídos geneticamente às populações e migrantes de 

primeira geração foram detectados no programa GeneClass (PIRY et al., 2004) utilizando o 

método baseado nas frequências, proposto por Paetkau et al. (1995), por ser mais indicado 

para trabalhar com microssatélites. 

 

5.3.8 Diversidade genética das populações 

Para testar se os loci não estão sofrendo a influência de forças evolutivas, como a seleção 

natural e sexual e/ou a deriva genética foi avaliado o desvio do EHW no programa Genepop 

4.6 (RAYMOND E ROUSSET, 1995). Utilizando o mesmo programa foi calculado o 

desequilíbrio de ligação, para saber se os alelos dos loci estudados apresentam segregação 

independente para serem considerados informativos. O método de cadeias de Markov foi 

utilizado para ambos os cálculos e os intervalos de confiança, para todas as comparações 

múltiplas, foram ajustados utilizando a correção sequencial de Bonferroni (BENJAMINI E 

YEKUTIELI, 2001). 

O índice de endocruzamento FIS (WRIGHT, 1949), foi calculado no programa FSTAT 

2.9.3 (GOUDET, 2001) para avaliar os desvios das frequências dos genótipos heterozigotos 

esperados no EHW. Os valores de p larger (pL) foram utilizados quando encontrados valores 

para excesso de heterozigotos na população, e o p smaller (pS) quando evidenciado déficit. 

A partir dos genótipos dos indivíduos, foi caracterizada a diversidade genética de cada 

população genética. Para isso, foi calculada a riqueza alélica (Ra), o número de alelos (Na), o 

número efetivo de alelos (Ae), e a heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He) para 

cada locus no programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2006).  

A riqueza alélica é um índice, calculado por rarefação, utilizado para conhecer o número 

de alelos independentemente do tamanho da amostra (GOUDET, 2001). Para permitir a 

comparação, o número de indivíduos foi extrapolado ao menor número amostral encontrado 

nas áreas estudadas, como sugerido por (FOULLEY E OLLIVIER, 2006). Para isso, foi 

utilizado a função AllelicRichRaref disponível no programa R (R CORE TEAM, 2013) no 

site (https://github.com/KChavez-Congrains/AllelicRichRaref). 

O número de alelos efetivos é uma medida baseada na frequência dos alelos que dá mais 

valor a alelos frequentes. Assim, alelos raros contribuem pouco para a heterozigosidade e por 
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isso reduções nos tamanhos populacionais tem maior influência sobre alelos raros que sobre 

a heterozigosidade. Eventos históricos, como gargalos populacionais, podem levar a reduções 

populacionais e, consequentemente, números de alelos efetivos pequenos.  

Os alelos nulos apontam falsos homozigotos, que se dão pela falta de amplificação, devido 

a mutações nas sequências flanqueadoras dos primers. Para verificar a presença de alelos 

nulos, foi utilizado o software Micro-checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).  

Também foi avaliado se as populações estudadas passaram por gargalos populacionais 

recentemente, utilizando o software BOTTLENECK (PIRY et al., 1999). Para isso, utilizamos 

o teste de Wilcoxon, apropriado para análises com menos de 20 loci aplicado para o modelo 

de two phase mutation (TPM), com 30% para o modelo de alelos infinitos (IA) e 70% para o 

Stepwise mutation (SM). O modelo foi escolhido dependendo do comportamento das 

frequências alélicas de cada locus. Assim, quando a distribuição gráfica dos alelos apresentou 

forma de sino foi classificado como (TPM) e, quando um alelo foi muito mais frequente ao 

ser comparado contra os outros alelos foi classificado como (IA). 

 

5.3.9 Distribuição espacial dos indivíduos e populações 

Para saber se fragmentos mais isolados apresentarão fluxo gênico reduzido foi 

determinado, inicialmente, se as distâncias genéticas apresentam correlação com as distâncias 

geográficas foram realizadas comparações par a par entre cada indivíduo num teste de mantel 

no programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2006).  

Também foi realizada uma análise de correlação espacial (SAA) no software GenAlEx 6.5 

(PEAKALL E SMOUSE, 2006). O SAA mede o grau de dependência das variâncias nas 

distâncias genéticas versus uma classe particular de distância. Os valores positivos 

significativos indicam que os indivíduos mais próximos geneticamente estão localizados mais 

perto que o esperado pelo acaso, enquanto que os valores negativos significativos mostram 

que os indivíduos se localizam buscando maximizar a distância genética (MANEL et al., 

2003). Para estas análises, utilizamos um intervalo de confiança de 95% e 9999 permutações 

a diferentes intervalos de distâncias: 50, 100 e 200 km. 

 

5.3.10 Análises demográficas 

O tamanho censo foi calculado utilizando o tamanho efetivo populacional. Para isso foi 

utilizado o método de desequilíbrio de ligação no software NeEstimator (DO et al., 2014), 
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com um valor de probabilidade de 5%. Os valores de confiança foram calculados utilizando 

análises paramétricas e o método de Jacknife, incluídos nos programas. Os tamanhos 

populacionais foram calculados utilizando a proporção reportada para animais e vida livre de 

Ne = 10%N (FRANKHAM, 1995) e Ne = 20%N (WAPLES, 2002). 
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SEÇÃO 1. ESTRUTURA GENÉTICO-POPULACIONAL DO CACHORRO-DO-MATO 

EM PAISAGENS ANTROPIZADAS DA REGIÃO CENTRO-OESTE E SUDESTE 

DO BRASIL 

 

5.4 Resultados e Discussão 

Em total foram coletados 122 indivíduos de cachorro-do-mato: sendo 27 indivíduos 

atropelados e mortos, 75 indivíduos capturados e liberados e 20 indivíduos coletados 

utilizando amostras de fezes (Tabela 5.1). Na tabela se apresentam somente o número de 

indivíduos coletados nas amostras de fezes, para maiores informações sobre a 

individualização e número de amostras coletadas, consultar o capítulo 1. 

 

Tabela 5.1. Número de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) coletados nas áreas estudadas. 

 Tecido Sangue Fezes Total 

Campo Grande-MS 15 - - 15 

Cumari-GO 4 75 1 80 

EEJ-SP 1 - - 1 

EEI-SP 3 - 3 6 

EEC-SP 1 - - 1 

FLONA -CB-SP - - 6 6 

Pirasssununga-SP - - 10 10 

Outras –SP 3 - - 3 

Total 27 75 20 122 
 

 

As amostras de tecido de cachorro-do-mato de outras localidades são: uma próxima a 

Campinas na SP-332, uma na estrada municipal Guilherme Scatena perto de Descalvado-SP, 

uma na estrada SP-225 que conduz de Jau a Brotas e uma da UFSCar campus São Carlos-SP. 

Essa última amostra não pertence a um animal atropelado, porém a um animal que foi morto 

pelo ataque de cães domésticos.  

O animal morto por cães domésticos e o alto número de animais atropelados são evidências 

claras do conflito que vêm enfrentando os animais silvestres em regiões altamente 

antropizadas como são os remanescentes de Cerrado e Mata Atlântica. Também é necessário 

considerar que o número de animais afetados pelos conflitos é maior, uma vez que muitos 

animais atropelados e mortos em brigas não foram necessariamente encontrados, assim como 

os animais que foram eventualmente caçados. 
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5.4.1 Confirmação molecular das espécies 

Os erros nas identificações aumentam quando se trabalha com animais atropelados, pois, 

em alguns casos perdem todas ou algumas características taxonômicas diagnósticas. Assim, 

das amostras 126 amostras coletadas, quatro animais (12,5%) identificados como sendo da 

espécie Cerdocyon thous (um encontrado entre Jau e Brotas-SP e três na área de Campo 

Grande-MS) foram confirmados molecularmente como sendo da espécie Lycalopex vetulus. 

A probabilidade de errar na identificação das duas espécies é alta, devido a que as 

identificações rápidas das espécies estão baseadas principalmente em diferencias de tamanho 

e peso, sendo que animais juvenis de Cerdocyon thous podem ser identificados 

equivocadamente como animais adultos de L. vetulus. 

Os pontos de coleta dos indivíduos confirmados molecularmente como pertencentes à 

espécie podem ser verificados na figura 5.2.  

 

Figura 5.2. Locais de coleta das amostras de Cerdocyon thous. 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

5.4.2 Atropelamentos  

As carcaças dos indivíduos atropelados algumas vezes ficam expostas muito tempo às 

condições climáticas, levando a degradação do tecido e do DNA e, consequentemente, perda 

da amostra para análises genéticas. Neste estudo, não foi possível amplificar uma das 
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amostras que foi coletada em Mato Grosso do Sul por causa do estado de conservação do 

material genético.  

Todas as amostras que não foram sexadas em campo mostraram resultados positivos para 

identificação do sexo molecularmente; amplificando o gene ZF por PCR em tempo real, para 

amostras de tecido e de sangue (Figura 5.3), ou utilizando os genes ZF e SRY para sexagem 

das amostras de fezes. 

 

Figura 5.3. Padrão das curvas de Melting obtidas para Cerdocyon thous. As curvas dos machos (verde) 
mostraram dois picos, enquanto que as fêmeas (rosa) mostraram um único pico. 

 

 

Assim, no total conseguimos a identificação do sexo de 122 amostras, as quais foram 

utilizadas nas análises subsequentes. Destas amostras, 63 indivíduos foram identificados 

como machos e, 59 como fêmeas. Considerando todas as áreas, foram mortos 14 machos e 12 

fêmeas atropelados, 42 machos e 34 fêmeas capturados e liberados e sete machos e 13 fêmeas 

capturados por amostragem não invasiva (Tabela 5.2).   

 

Tabela 5.2. Número de Cerdocyon thous coletados nas áreas estudadas e considerados para analises da 
estrutura genético-populacional da espécie. 

 Tecido Sangue Fezes Total 
 ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

Campo Grande-MS 10 5 - - - - 10 5 

Cumari-GO 1 2 42 34 - 1 43 37 

SP 3 5 - - 7 12 10 17 

Total 14 12 42 34 7 13 63 59 

 

Considerando somente as amostragens focadas em um único tipo de amostra 

(atropelamento em MS e capturas em GO), vemos que há uma grande diferença entre a 

quantidade de machos atropelados. Assim mesmo, encontramos diferencias ao comparar o 

número de animais atropelados por sexo com a quantidade de machos e fêmeas esperados 
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para a espécie, que segundo Montgomery e Lubin (1978) deveria ser igual, se considerada a 

razão sexual esperada para a espécie. 

A dispersão por machos jovens em mamíferos é comum, como reportado por Reis et al. 

(2011) e pode ser o motivo para encontrar um número maior de machos. No entanto, no 

primeiro capítulo não foi evidenciada a dispersão preferencial por algum dos sexos na espécie.  

Independente do sexo mais atropelado, consideramos que o número de animais 

encontrados mortos por atropelamentos constitui uma amostragem representativa da 

população do entorno da rodovia. Do mesmo modo, muitos estudos de atropelamentos 

realizados com mamíferos de médio e grande porte apontam a espécie como a mais afetada 

por este evento (COELHO et al., 2008; TURCI E BERNARDE, 2009; CACERES, 2011), 

inclusive considerando a área estudada no estado do Mato Grosso do Sul (ASCENSÃO et al., 

2017). 

O impacto na morte dos animais atropelados é maior do que se estima quando se considera 

o papel ecológico que a espécie desempenha (BUENO E MOTTA-JUNIOR, 2004) e a perda 

de indivíduos devido aos atropelamentos torna-se mais preocupante para a conservação dos 

ecossistemas onde ela ocorre. Seria necessário estudar os efeitos das estradas sobre os 

processos ecológicos de controle populacional e regeneração paisagística para entender 

melhor o impacto real da perda de indivíduos (RIBEIRO et al., 2016), para assim, buscar e 

depois implementar soluções para este problema. 

 

5.4.3 Subespécies de Cerdocyon thous 

As árvores de distância elaboradas utilizando 530 pb da região controle agruparam as 

sequências claramente, mostrando que todos os indivíduos estudados (n = 122) pertencem ao 

clado sul, ou seja, todos são de uma única subespécie (Figura 5.4). 

A árvore não mostrou nenhuma relação entre o local de origem e os agrupamentos dentro 

do clado sul. Assim, para as análises de diversidade e de distribuição da variação genética do 

cachorro-do-mato foram utilizados marcadores microssatélites, pois as taxas mutacionais são 

mais altas, podendo explicar melhor eventos evolutivos recentes na espécie.  
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Figura 5.4. Árvore Neighbor-Joining para Cerdocyon thous mostrando que as amostras estudadas pertencem 
ao clado sul (destacado em roxo). O lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) foi utilizado como grupo externo 
para enraizar a árvore. As sequências descarregadas da base de dados são as identificadas com os números 

EF106998-EF107031. 

 

5.4.4 Estruturação populacional 

O sequenciamento dos loci microssatélites mostrou resultados positivos para a 

amplificação do motif, confirmando a especificidade deles e que todos eles são 

tetranucleotídicos. Dois loci (2006 e 2159) mostraram problemas para a amplificação dos 

indivíduos e por essa razão foram descartados das análises.  

Os valores de AMOVA, realizada com os nove loci restantes, mostraram que a variância 

maior existe entre os indivíduos 76%. A variância dentro dos indivíduos de cada uma das 

áreas alcança 12%, e 17% da variação se encontra entre as áreas amostradas. 
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As análises bayesianas mostraram a máxima probabilidade (1) para a presença de 3 clusters 

quando realizada a análise por indivíduos (Figura 5.5 a). Entretanto, estes clusters não 

apresentam uma relação clara com o ponto geográfico em que as amostras foram coletadas 

(Figura 5.5 b), e nenhuma relação com o sexo dos indivíduos, nem com os anos de coleta. 

Quando realizada a análise considerando as áreas amostradas, o valor do K foi de 1 com 

probabilidade máxima. 

 

Figura 5.5. Atribuição dos indivíduos de Cerdocyon thous a três clusters no software BAPS. 

 
*Na parte superior do gráfico b se encontram os indivíduos amostrados no estado de São Paulo (SP), na superior 
direita Goiás (GO) e na parte inferior os indivíduos amostrados em Mato Grosso do Sul (MS). 

 

As análises realizadas no STRUTURE (PRITCHARD et al., 2000), tanto sem informação 

a priori como quando utilizada a informação sobre a origem geográfica, mostraram que os 

indivíduos de cachorro-do-mato das áreas amostradas apresentam altas probabilidades de 
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pertencer aos três clusters (Figura 5.6). O método de Pritchard et al. (2000), segundo o qual 

o melhor K é aquele que maximiza o valor de LnP (K) e que possua a menor variância e o 

método de Evanno et al. (2005) que utiliza o valor do ΔK mostraram que o valor do K mais 

provável foi de 3 clusters. 

 

Figura 5.6. Clustering bayesiano para Cerdocyon thous amostrados quando analisados sem informação da 
área de coleta, produzido pelo STRUCTURE. Cada indivíduo está representado por uma barra vertical 

dividida em K populações. 

 

As áreas de MS e SP são mais parecidas e apresentam indivíduos pertencentes, 

principalmente, a um cluster. Dentro da área de GO encontramos indivíduos que apresentam 

mais probabilidade de pertencer a todos os clusters mostrando maior diferenciação quando 

comparada às outras duas áreas. A variação encontrada em GO pode ser explicada ao ser 

considerado o número de indivíduos amostrados na área, sendo que foram coletados quase 

três vezes mais animais que nas outras duas áreas. O número de indivíduos maior tende a 

aumentar a probabilidade de amostrar uma variabilidade maior. 

Considerando que os animais atropelados podem não ser residentes das áreas analisadas, 

avaliamos se eles pertencem a clusters diferentes aos de cada área analisada ou se todos os 

atropelados pertencem a um mesmo cluster. No entanto, não foi encontrada nenhuma relação 

entre os animais atropelados e o cluster a que eles pertencem. Do mesmo modo, não 

encontramos relação entre os animais residentes, capturados ou coletados por fezes e o cluster 

ao que eles pertencem. 

As análises de AFC também permitiram, visualizar uma estruturação populacional para os 

indivíduos amostrados (Figura 5.7). Além disso, podem diferenciar duas nuvens de pontos 

mais evidentemente nas análises de AFC, pois os indivíduos das áreas de GO e SP apresentam 

sobreposição. Nesta análise, foi evidenciada uma tendência na diferenciação das frequências 

alélicas de MS.  
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Figura 5.7. Análise Fatorial de Correspondência (AFC) para Cerdocyon thous considerando as três áreas de amostragem. 

 
Em amarelo se encontram representados os indivíduos do MS, em azul os de GO e em branco os de SP. 
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Na análise fatorial, a soma dos dois primeiros fatores (54,68% e 45,32%) representou 

100% da variação do espaço multifatorial. Consideramos que os resultados das análises 

bayesianas e as fatoriais de correspondência confirmam que as áreas amostradas apresentam 

diferenciação entre os indivíduos amostrados. É importante destacar que os indivíduos de MS 

mostram uma maior variação entre eles, pois os pontos se encontram dispersos no gráfico, o 

anterior pode ser uma evidencia de isolamento por distância na espécie, pois os pontos de 

coleta entre MS e as outras áreas variam de 500 a 1000 km, enquanto que os pontos mais 

distantes entre GO e SP estão a 500 km.  

O valor de FST calculado neste estudo mostrou ser muito maior ao reportado na literatura 

para a espécie (FST = 0,03367, 95% CI= 0,0237-0,0465). Em estudos anteriores, Tchaicka 

(2006) encontrou um valor de FST = 0,000041 para a espécie. Além disso, o valor encontrado 

para os indivíduos aqui estudados (FST = 0,03367) apesar de ser pequeno é significativo.  

Quando realizadas as comparações par a par entre as áreas amostradas os índices de RST e 

Dest confirmaram que a diferenciação entre as áreas é menor entre GO e SP e maiores quando 

comparada a área de MS (Tabela 5.3). Os valores foram significativos para as comparações 

com a área de MS quando avaliado o valor de RST e para todas as comparações com o índice 

Dest, confirmando que existe diferenciação entre os indivíduos estudados nas áreas 

amostradas.  

 

Tabela 5.3. Diferenciação populacional par a par para Cerdocyon thous nas áreas amostradas. Acima da 
diagonal estão apresentados os valores de RST e abaixo os valores de Dest. 

 MS GO SP 
MS  0,14757* 0,06949* 
GO 0,1296*  0,02602 
SP 0,1234* 0,0597*  

Os valores com asterisco mostraram ser significativos 

 

Tchaicka (2006) utilizando amostras da distribuição total da espécie no Brasil (quase todo 

o território com exceção da floresta amazônica) não encontrou diferenciação populacional 

entre as áreas amostradas, utilizando os mesmos loci (assim como o locus 2006). É importante 

considerar que nossa amostragem não inclui todas os locais onde a espécie ocorre, o que pode 

estar fazendo mais evidente a diferenciação entre as áreas. Acreditamos que se as coletas 

tivessem sido realizadas de maneira sistemática com distâncias fixas a diferenciação 

encontrada entre as áreas, provavelmente, seria menos evidente. 
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As análises da de estruturação populacional mostraram que os indivíduos de cachorro-do-

mato se encontram pertencem a três populações, MS, GO e SP, uma em cada área amostrada. 

Assim, as análises subsequentes de diversidade genética foram realizadas em cada uma dessas 

áreas para evitar inferências erradas como consequência do efeito Wahlund. 

 

5.4.5 Diversidade genética dos cachorros-do-mato 

A caracterização da diversidade genética considerando todo o conjunto amostral (n=122) 

mostrou que o locus mais polimórfico é o 2137 para todas as áreas amostradas (Tabela 5.4). 

A média do número de alelos (Na) variou de 7,222 (SP) a 9,556 (GO), enquanto que a média 

de alelos efetivos (Ae) foi de 3,896 (SP) a 4,681 (MS) (Tabela 5.4). O alto número de alelos 

pode ser uma evidência de que a espécie não se encontra em perigo. A diferença encontrada 

entre o Na e o Ne pode ser explicada pelo número de alelos privados e raros de cada uma das 

áreas estudadas. A área de GO apresentou uma média maior no número de alelos privados 

(1,333), seguida da área de MS (0,333) e de SP (0,111) (Tabela 5.4). 

A diversidade genética estimada foi considerada alta em todas as áreas amostradas (valores 

de He e Ra superiores a 0,686 e 6,1, respectivamente) (Tabela 5.4). O valor de He encontrado 

quase igual ao reportado para a espécie, por Tchaicka (2006), em um estudo realizado com 

amostras de indivíduos de quase toda a distribuição da espécie no Brasil, onde foi reportado 

um valor de He de 0,64. 

Assim mesmo, os valores encontrados são similares aos reportados anteriormente para 

outras espécies de canídeos sul-americanos; Silva (2015) encontrou valores de He de 0,816 e 

de Ra de 10,98 para a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus). Para o lobo-guará (Chrysocyon 

brachyurus) os valores encontrados foram de He=0,72 e Ra=5,4 (RAMALHO et al., 2014) e 

He= 0,75 (FONTOURA-RODRIGUES, 2008). 

Nas áreas de GO e SP, os valores He foram maiores que os de Ho. No entanto, a diferença 

foi mínima não mostrando significância para a deficiência de heterozigotos (Tabela 5.4). 

Contudo, na área de MS, o valor de Ho foi maior que o de He. O FIS total para cada uma das 

áreas (Tabela 5.4) não mostrou a existência de excesso ou déficit de heterozigotos para as 

áreas, e consequentemente, nenhum indício de endogamia ou exogamia genética na 

população. 
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Tabela 5.4. Caracterização da diversidade genética de Cerdocyon thous nas três áreas amostradas. 

  2001 2004 2010 2018 2054 2088 2132 2137 2140 Média 

MS 

Pb 123-127 253-259 229-249 145-169 136-156 94-106 144-206 147-239 94-138 - 
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 - 

Na 2 5 6 6 6 4 9 17 11 7,333 
Ae 1,220 4,206 3,358 3,125 3,750 2,571 4,639 13,636 5,625 4,681 
Ra 3,382 4,987 5,723 5,643 6,533 4,417 6,036 12,087 9,213 6,446 

HWE 1 0,5585 0,0441 0,3766 0,2880 0,0359 0,0530 0,2554 0,4783 - 
Ho 0,200 0,867 1,000 0,800 0,667 0,400 0,733 0,867 0,867 0,711 
He 0,180 0,762 0,702 0,680 0,733 0,611 0,784 0,927 0,822 0,689 
FIS -0,077 -0,103 -0,395 -0,143 0,125 0,375 0,099 0,099 -0,02 T=0,003 

P(FIS) 0,8667 0,3167 0,0056 0,2444 0,2833 0,0167 0,2778 0,1444 0,5667 0,5167 

GO 

Pb 123-135 245-269 229-253 145-169 128-164 90-106 140-172 143-243 90-166 - 
N 80 79 80 79 80 80 80 80 79 - 

Na 5 7 7 8 10 5 9 22 13 9,556 
Ae 1,874 3,267 3,257 4,253 4,240 2,452 3,905 7,059 6,528 4,093 
Ra 3,692 3,998 5,399 5,574 6,201 4,625 6,633 11,54 7,742 6,156 

HWE 0,0014* 0,0240 0* 0,0005* 0,3128 0,0452 0,0049* 0* 0,0004* - 
Ho 0,427 0,728 0,659 0,519 0,805 0,549 0,768 0,622 0,889 0,663 
He 0,466 0,694 0,693 0,765 0,764 0,592 0,744 0,858 0,847 0,714 
FIS -0,029 -0,036 -0,097 0,303 -0,041 0,085 -0,023 0,252 -0,038 T=0,048 

P(FIS) 0,4833 0,3556 0,0722 0,0056 0,2833 0,1833 0,3667 0,0056 0,2444 0,0278 

SP 

Pb 123-135 253-265 229-253 149-169 132-156 90-106 144-184 151-243 90-166 - 
N 27 22 26 25 26 26 27 26 27  

Na 4 4 6 6 7 5 8 15 10 7,222 
Ae 1,420 3,396 3,258 3,943 3,644 2,191 4,893 7,079 5,245 3,896 
Ra 3,319 5,09 5,935 5,918 6,676 4,389 6,656 13,225 9,394 6,733 

HWE 1 0,7374 0,0156 0,7145 0,9752 0,7341 0,5072 0,074 0,9966 - 
Ho 0,333 0,727 0,577 0,760 0,846 0,615 0,778 0,577 0,926 0,682 
He 0,296 0,706 0,693 0,746 0,726 0,544 0,796 0,859 0,809 0,686 
FIS -0,115 0,097 0,393 0,103 -0,092 -0,05 -0,093 0,272 -0,081 T=0,066 

P(FIS) 0,4944 0,4611 0,0167 0,2778 0,4222 0,6056 0,3611 0,0056 0,3667 0,0667 
O tamanho dos alelos apresentado (Pb) não inclui os 18pb da cauda M13. *Valores significativos. O valor de p para o FIS é: 0,00556. T=valor total para área. 
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Os valores calculados para o EHW não mostraram nenhum locus fora do equilíbrio para 

as áreas de MS e de SP, após a correção sequencial de Bonferroni. No entanto, a maioria deles 

mostrou valores significativos na área de GO (Tabela 5.4), podendo levar a concluir sobre 

uma possível subestruturação na área. A afirmação anterior pode ser reforçada, pois nas 

análises de estruturação populacional, esta área mostrou uma maior variabilidade genética. 

As análises de diversidade genética foram realizadas na área de GO separando os 

indivíduos em quatro grupos, encontrados quando realizadas analises de estruturação para a 

área (grupo 1 - 4), aparentemente estes são grupos familiares e se diferenciam da população 

por alelos privados.  Acreditamos que foi possível detectar essa subestruturação devido ao 

esforço amostral maior e ao grande número de indivíduos coletados na área. É necessário 

destacar que os grupos encontrados na área de GO não estão restritos a locais específicos 

dentro da área, aos anos de coleta nos que as amostras foram obtidas, ou ao sexo dos 

indivíduos.  

Os indivíduos dos grupos 2 e 4 apresentam maior diferenciação nas análises de 

estruturação realizadas utilizando todos os animais estudados (Figuras 5.5 e 5.6), assim como 

alelos privados. 

Nas análises de EHW dentro dos grupos familiares o locus 2137 mostrou-se em 

desequilíbrio em dois grupos (grupo 1 e 3), assim como os loci 2001 e 2018 no grupo 3 

(Tabela 5.5).  

 

Tabela 5.5. Caracterização da diversidade genética de Cerdocyon thous nos grupos familiares encontradas na 
área de GO. 

Locus 2001 2004 2010 2018 2054 2088 2132 2137 2140 Total 
Grupo 1 

HWE 1,000 0,089 0,222 0.676 0,7035 0,271 0,021 0,0001* 0,706 - 
FIS -0,09 -0,365 -0,031 0,372 0,04 -0,132 -0,043 -0,175 0,109 -0,008 
P(FIS) 0,5 0,0319 0,5167 0,0014 0,4625 0,1944 0,4931 0,2236 0,2806 0,4625 

Grupo 2 
HWE 1,000 0,188 0,385 0,079 0,026 0,198 0,281 0,395 0,068 - 
FIS -0,11 -0,362 -0,361 0,055 -0,194 -0,307 -0,207 -0,067 0,305 -0,129 
P(FIS) 0,581 0,095 0,073 0,488 0,156 0,176 0,135 0,521 0,056 0,036 

Grupo 3 
HWE 0,003* 0,058 0,005 0.001* 0,799 0,0286 0,223 0,0002* 0,766 - 
FIS 0,102 0,011 0,201 -0,022 -0,142 0,056 -0,119 0,076 0,462 0,063 
P(FIS) 0,25 0,521 0,021 0,481 0,025 0,358 0,114 0,257 0,0014 0,019 

Grupo 4 
HWE 0,047 1,000 0,451 0,792 0,314 0,047 0,929 1,000 0,501 - 
FIS 1 -0,216 -0,325 -0,096 -0,409 -0,143 -0,212 1 -0,006 -0,103 
P(FIS) 0,044 0,508 0,117 0,743 0,057 0,3 0,413 0,047 0,648 0,068 

*valores significativos após correção sequencial de Bonferroni. O valor de p para o FIS é: 0.00139. 
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Uma vez que os loci utilizados são potencialmente neutros podemos concluir que os 

desvios no EWH se devem a amostragem insuficiente dos locais de onde vêm estes alelos, o 

que não permite ver a distribuição real das frequências alélicas. Assim, acreditamos que isto 

não é uma evidência de uma estruturação populacional real, e sim uma evidência de que a 

amostragem não foi suficiente para algumas famílias e que outras foram melhor amostradas 

na área. Os valores de FIS não foram significativos para nenhum dos grupos encontrados, 

mostrando que não há indícios de endogamia ou exogamia na população (Tabela 5.5). 

A área de GO mostrou valores maiores de diversidade (Tabela 5.4) sendo que a área 

amostrada é menor quando comparada com as outras duas áreas, SP e MS. O anterior pode 

ser evidência de um número maior de indivíduos amostrados na primeira área, assim como 

da subestruturação familiar nela encontrada. 

Sem considerar a área de MS, onde todos os indivíduos estudados foram atropelados, 

vimos que existe uma grande importância de cada animal para a espécie. Na área de SP, o 

único alelo privado detectado na área pertencia a uma fêmea atropelada. Do mesmo modo, 

três fêmeas em GO que foram atropeladas apresentavam alelos privados desta área. Sendo 

que foram encontrados para a área nove alelos privados e três deles (33,33%) foram 

encontrados nesses animais atropelados. Assim, o fato dos alelos privados estar presentes nos 

indivíduos atropelados, permite concluir que a perda de um único indivíduo pode resultar em 

um impacto forte para manutenção da diversidade genética, assim como para manutenção do 

fluxo gênico, evitando assim, o isolamento e a estruturação populacional da espécie. 

As análises de desequilíbrio de ligação para ver se alguns loci poderiam estar levando a 

inferências erradas na espécie mostraram que alguns loci podem estar em desequilíbrio nas 

áreas estudadas. Os loci 2010 e 2054 mostraram valores significativos na área de MS, o par 

2010 e 2137 e o par 2001 e 2054 em GO e em SP, o par 2137 e o 2054. O locus 2137 mostrou 

uma frequência de alelos nulos maior que 5% nas áreas de GO e SP. Para evitar inferências 

equivocadas sobre a espécie, os loci 2054 e 2137 foram excluídos das análises. 

Os valores de Ra (utilizando 15 indivíduos) mostraram que a área que apresenta uma maior 

riqueza foi MS (Ra=5,351), seguida por GO (Ra=4,823), e a que mostrou o menor valor foi a 

área de SP (Ra=4,630) (Figura 5.8). Ao comparar os valores de riqueza alélica de 1 até 15 

amostras, também observamos o mesmo padrão (Figura 5.8).  
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Figura 5.8. Caracterização da diversidade genética de Cerdocyon thous nas áreas estudadas. 

 
Ra para 15 indivíduos. 

 

Podemos considerar que a Ra é uma medida mais aproximada à realidade sendo que os 

valores não dependem do número de animais amostrados na área, pois são corrigidos por 

rarefação para o tamanho amostral. Os valores altos na riqueza alélica de MS podem ser 

devido a que a coleta dos animais foi realizada numa área maior, o que pode estar mostrando 

esses altos valores de diversidade. É importante destacar que o número de alelos raros em GO 

influencia na riqueza alélica da área. 

As distâncias encontradas entre os indivíduos de cachorro-do-mato podem explicar a 

riqueza alélica maior calculada para a área de MS (Figura 5.8 e 5.9), pois as distâncias dos 

pontos de coleta entre um indivíduo e outro nesta área ultrapassaram os 300 km (Figura 5.2). 

Os valores baixos de Ra e Ne na área de SP podem ser evidência de gargalo populacional 

na área, sobretudo se consideramos que a redução na He não é muito grande (Figura 5.8). A 

perda de alelos raros ou privados é muito mais rápida devido à deriva quando há uma redução 

considerável no tamanho populacional. A He demora mais para diminuir, quando comparado 

com o Ra e o Ne, devido a que este valor está influenciado, principalmente, pelas frequências 

alélicas. Apesar das três áreas estudadas sofrerem com paisagens alteradas e com exploração 

agropecuária, a área de SP está há mais tempo sofrendo com a degradação do ambiente e pode 

assim, apresentar qualidades menores no habitat e maiores efeitos sobre a variabilidade 

genética das espécies. 
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Figura 5.9. Caracterização da riqueza alélica comparando as áreas estudadas utilizando até 15 indivíduos de 
Cerdocyon thous. 

 

 

Em contrapartida ao acima exposto, as análises de bottleneck mostraram que a área de SP 

não apresenta evidências de gargalos populacionais (p = 0,1). Entretanto, os valores foram 

significativos para a área de GO (p = 0,015). A significância sobre o gargalo populacional 

pode ser dar devido a que as frequências alélicas se veem alteradas pela presença de alelos 

raros e uma amostragem deficiente sobre as frequências alélicas reais. 

É importante destacar que, utilizando DNA mitocondrial, Tchaicka et al. (2007) relataram 

uma expansão populacional para a espécie, faz 108625 anos, enquanto que nesse estudo 

encontramos evidencias de redução recente nos tamanhos populacionais. Com isso, podemos 

concluir que a espécie está sendo afetada pelas mudanças de paisagem causadas por eventos 

antropogênicos. 

 

5.4.6 Distribuição da variação genética dos cachorros-do-mato 

Apesar de que nossas coletas não foram realizadas sistematicamente utilizando distâncias 

fixas, e que existem áreas de distribuição da espécie que não foram amostradas, as análises 

de distância de mantel permitiram concluir que existe correlação positiva entre a distância 

geográfica e a distância genética, ainda que o coeficiente de correlação pode ser considerado 

baixo (r2= 0,011) este valor mostra significância estatística (p < 2,2 x10-16). 
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Tchaicka et al. (2007) reportaram anteriormente isolamento por distância para a espécie. 

Do mesmo modo, nossas análises de correlação espacial (SAA) mostraram valores positivos 

até os 400 km, ou seja, indivíduos geneticamente parecidos se encontram mais próximos do 

que o esperado ao acaso (Figura 5.9). Numa escala menor, com classes de distância a 50 e 

100 km foi observado que, de 400 a 600 km, os dados se comportam igual aos dados 

simulados (intervalos de confiança), mostrando que, nessa distância, a distribuição dos 

indivíduos pode ser explicada pelo acaso. Essa tendência muda a partir dos 600 km, onde a 

correlação é negativa, sendo que indivíduos menos distantes geneticamente se distribuem 

menos próximos que o esperado pelo acaso, mostrando que eles apresentam padrões para fuga 

de endogamia (Figura 5.10). 

 
Figura 5.10. Autocorrelação espacial (SAA) para todos os indivíduos de Cerdocyon thous com classes de 
distância de 200 km. Os valores com intervalo de confiança de 95%, para a hipótese nula de que não existe 

estrutura espacial, estão representados pelas linhas vermelhas ponteadas. 

 
 

O isolamento por distância ajuda a explicar melhor os valores maiores de diferenciação 

encontrados para a área de MS (Tabela 5.3), assim como o padrão evidenciado na figura da 

Análise Fatorial de Correspondência (AFC) (Figura 5.7), pois a área amostrada neste estado 

foi muito maior, maximizando assim a diferença entre os indivíduos localizados nos pontos 

extremos da amostragem. 

As análises de estruturação populacional utilizando a análise de componentes principais 

para os sete loci que não apresentam desequilíbrio de ligação (2001, 2004, 2010, 2018, 2088, 

2132 e 2140) reafirmaram a existência de três populações para a espécie (Figura 5.11). Do 

mesmo modo, o modelo espacial implementado no GENELAND detectou os mesmos três 

clusters para a espécie (Figura 5.11). 
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Figura 5.11. Estruturação populacional entre os indivíduos de Cerdocyon thous das áreas estudadas (a) através 
de análises de componentes principais (PCA) (b). O mapa mostra a probabilidade posterior dos indivíduos para 

os três clusters significativos (Cluster 1 GO, Cluster 2 MS, Cluster 3 SP). 
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O tamanho efetivo populacional alcançou valores de infinito na área de MS, sugerindo que 

esse método não é resolutivo para nossa amostra. Por outro lado, permitiu calcular os valores 

para as áreas de GO e SP (Tabela 5.6).  

 

Tabela 5.6. Números efetivos populacionais para Cerdocyon thous nas três áreas estudadas usando o método 
de desequilíbrio de ligação no programa NeEstimator. 

 
 Ne 

Limites de confiança 
 Parametric Jacknife 

MS 
Acasalamento ao acaso ∞ 98,6-∞ 106-∞ 

Monogâmico ∞ 199,1-∞ 213,9-∞ 

GO 
Acasalamento ao acaso 33,2 26-43,1 22,5-51,1 

Monogâmico 68 53,6-87,8 46,7-103,6 

SP 
Acasalamento ao acaso 41,9 20,3-230,9 20,1-244 

Monogâmico 85,4 42,2-460,7 41,8-494,6 

 

Em GO foi possível calcular o tamanho efetivo populacional permitindo concluir que a 

área mantém, aproximadamente, 68 indivíduos de cachorro-do-mato que se reproduzem 

(Tabela 5.6) e cerca de 340 indivíduos em total para a espécie, quando utilizado o valor mais 

conservador proposto por Waples (2002), ou 680, ao utilizar o proposto por Frankham (1995). 

Se considerarmos que as coletas foram realizadas numa área de aproximadamente 120 km2 

podemos concluir que as densidades de cachorro-do-mato na área estão entre 2,8 e 5,7 

ind/km2. 

Ao analisar os valores para o tamanho efetivo populacional para a área de SP, vemos que 

é de 85 indivíduos, aproximadamente. Considerando que a área amostrada é maior em SP do 

que em GO podemos inferir que o número de animais que se reproduz e efetivamente passa 

os alelos de geração em geração é menor na área de SP, aumentando assim a preocupação 

com esta área. 

As áreas de GO e SP mostraram um maior número de indivíduos migrantes (Nm=3,4454) 

entre elas. As probabilidades de pertencer a cada população (valor de Q) também são 

observadas na Figura 5.11a, onde vemos que há indivíduos de cada cluster com altas 

probabilidades de pertencer a outro. Os valores também confirmam o observado na 

diferenciação populacional avaliada pelo Dest (Tabela 5.3) e na análise fatorial de 

correspondência (AFC; Figura 5.7), onde as duas áreas mostraram ser mais parecidas. Do 

mesmo modo, isto é explicado pelas distancias às que se encontram localizadas as áreas, sendo 

que o ponto mais distante entre GO e SP está a 600 km e o mais próximo a 300 km, 

aproximadamente (Figura 5.2). Igualmente, o fluxo de indivíduos se dificulta com a área de 
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MS à medida que as distâncias entre as áreas aumentam (distância entre MS e GO com Nm = 

2,0 e distância aproximada de 470-1000 km; e distância entre MS e SP com Nm = 1,8, e 

distância aproximada de 350-900 km). Outro fator a ser considerado é a permeabilidade e o 

grau de alteração da paisagem. Assim o número de indivíduos migrantes entre GO e SP foi o 

menor. Isto pode ser um reflexo do número de animais que tentam migrar, mas não tem 

sucesso em chegar, se estabelecer ou se reproduzir. 

Quando os indivíduos foram atribuídos às áreas amostradas, vimos que a maioria deles 

apresentava uma alta probabilidade de pertencer ao local onde foi coletado. Entretanto, 

aproximadamente, 20% dos indivíduos apresentaram probabilidades altas (maiores que 0,5) 

de pertencer a outra área, sendo que não existe uma preferência para o local de atribuição. 

Isto reforça a ideia de que que o fluxo de indivíduos de cachorros-do-mato entre as áreas é 

alto. 

Foram identificados migrantes de primeira geração nas três áreas. Sendo que MS 

apresentou 20% e as áreas de GO e SP menos de 10% de migrantes deste tipo. Acreditamos 

que o valor maior detectado para MS se deve a que as coletas nesta área foram realizadas 

unicamente com animais atropelados. Por essa razão, são detectados animais com 

características genéticas que permitem ser atribuídos às outras áreas estudadas. 

Dos animais identificados como migrantes em GO, somente um corresponde a um 

indivíduo que apresenta alelos privados. A probabilidade maior mostra que este indivíduo 

pertence à área de MS, mostrando como o fluxo de indivíduos entre as áreas realmente 

acontece. O fato de não ter identificado como migrantes os animais que apresentam os alelos 

privados na área de GO se deve a que não foram coletados indivíduos pertencentes a todas as 

áreas de ocorrência da espécie. Seria necessário ter informações genéticas das áreas mais ao 

norte e mais ao leste da área amostrada de GO para poder estabelecer se os indivíduos com 

alelos privados, que se destacam da população amostrada, têm origem nessas áreas e se eles 

são migrantes de primeira geração ou se simplesmente os alelos surgiram na área estudada. 

Considerando a biologia da espécie, seus hábitos generalistas e sua capacidade de 

deslocamento e adaptação, podemos sugerir que apesar da estruturação populacional os 

indivíduos conseguem superar barreiras geográficas, como grandes rios e estradas. A 

habilidade da espécie em usar paisagens antropogênicas foi comprovada por Jácomo et al. 

(2004) e por Lyra-Jorge et al. (2008). 

 Entretanto, é importante considerar que o aumento da densidade das populações humanas 

nos três estados amostrados (IBGE, 2010), seguido por uma rápida transformação da 
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paisagem, estimulam o surgimento de áreas menos permeáveis, ou de fragmentos muito 

isolados, os quais criarão barreiras, causando assim um grande impacto à espécie que mantém 

sua variabilidade genética por meio de um fluxo constante de indivíduos. 

 

5.5 Conclusões 

Apesar que na literatura é reportada uma única população para a espécie os indivíduos de 

cachorro-do-mato apresentam estruturação genética que corresponde às três populações 

amostradas; uma para Mato Grosso do Sul, uma para Goiás e uma para São Paulo. Assim 

cada área amostrada é única e cada uma delas contribui para a manutenção da diversidade 

genética da espécie. Entretanto, é importante destacar a necessidade de estudos que incluam 

amostragens na distribuição total da espécie para poder definir os limites de cada população. 

As diferenças genéticas entre os indivíduos aumentam à medida que as distâncias 

geográficas aumentam, mostrando que a espécie apresenta isolamento por distância, e assim, 

o fluxo gênico diminui em áreas mais isoladas. 

Apesar a estruturação o fluxo de indivíduos é constante entre as áreas, permitindo a 

manutenção da alta variabilidade genética para a espécie, assim como de valores altos de 

diversidade genética. As características biológicas da espécie fazem com que rios e estradas 

não sejam barreiras para os indivíduos. 

O número de animais atropelados, e o número de alelos perdidos pelos atropelamentos 

(30,7% do total de alelos privados encontrados) são um problema importante para a espécie, 

pois com eles há uma grande perda de variabilidade genética. 

Áreas com paisagens urbanas e alteradas, como a área de São Paulo, mostram reduções na 

diversidade genética, como reflexo dos impactos causados nos ambientes e devido a sua 

ausência de permeabilidade. No entanto, paisagens antropizadas, porém com maior 

permeabilidade, como os espaços destinados à agricultura ou a pastos para gado, permitem 

uma convivência sustentável com os indivíduos de cachorro-do-mato, pois estes apresentam 

uma alta capacidade de adaptação e hábitos generalistas.  
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SEÇÃO 2. ESTRUTURA GENÉTICO-POPULACIONAL DO LOBO-GUARÁ EM 

PAISAGENS ANTROPIZADAS DA REGIÃO CENTRO-OESTE E SUDESTE DO 

BRASIL. 

 

5.6 Resultados e Discussão 

Foram coletados um total de 93 indivíduos de lobo-guará: sendo seis animais em MS, 12 

em GO e 75 nas áreas de SP (Tabela 5.7). Entre eles, o número total de animais atropelados 

e mortos foi de 13 indivíduos, 19 indivíduos foram capturados e liberados e 61 indivíduos 

coletados utilizando amostragem não invasiva (fezes). Para maior informação sobre a 

metodologia de individualização das amostras não invasivas, consultar o capítulo 1. 

 

Tabela 5.7. Número de lobos-guará (Chrysocyon brachyurus) coletados nas áreas estudadas. 

 Tecido Sangue Fezes Total 

Campo Grande-MS 6 - - 6 

Cumari-GO 1 11 - 12 

EEJ-SP - 1 11 12 

PEV-SP 1 - 2 3 

EEI-SP 1 - 25 26 

FLONA -CB-SP - - 2 2 

Pirasssununga-SP - - 17 17 

Rio Claro Duratex-SP - - 3 3 

Outras 4 7 1 12 

Total 13 19 61 93 

 
 

As amostras de tecido de lobo-guará de outras localidades correspondem a duas amostras 

de tecido de animais atropelados na rodovia SP-215, entre as cidades de São Carlos e 

Descalvado, e mais duas amostras na SP-318, que conduz de São Carlos a Ribeirão Preto, 

próximo à UFSCar. As amostras de sangue com origem não especificada na tabela 5.7 são 

quatro amostras de animais capturados e liberados pelo Centro Nacional de Pesquisa e 

Conservação de Mamíferos Carnívoros (CENAP): um do Parque Nacional da Serra da 

Canastra-MG, um em Pouso Alegre-MG, um de Itatiba-SP, e um de Monteiro Lobato-SP. As 

amostras restantes são de uma amostra coletada pelo projeto Pró-carnívoros, perto da cidade 

de Promissão - SP; um animal atropelado, tratado pelo Parque Ecológico de São Carlos 

(PESC) e liberado próximo da área; e uma amostra de origem desconhecida. A última amostra 
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de fezes, com origem desconhecida, da espécie foi coletada no campus de São Carlos da 

UFSCar. 

É importante destacar que a amostra de sangue da EEJ também foi de um animal que foi 

atropelado, tratado pelo PESC e liberado próximo à região onde foi encontrado. Os dois 

indivíduos que passaram por este procedimento, apesar de serem atropelados foram 

considerados como capturados, pois eles voltaram para natureza e conseguem, eventualmente, 

se reproduzir e contribuir geneticamente para a população. 

O grande número de indivíduos capturado utilizando amostras não invasivas mostra o 

sucesso desta técnica para a espécie. Isto foi documentado anteriormente para a espécie por 

Lion et al. (2011), que identificaram três vezes mais animais utilizando a amostras não 

invasivas que utilizando armadilhas. 

 

5.6.1 Impacto dos atropelamentos 

Considerando a amostragem realizada unicamente com animais atropelados (na área de 

MS, num total de 920 km de estrada amostrados), foi calculado um total de seis animais 

atropelados por ano. É necessário destacar que essa coleta não foi realizada sistematicamente 

e não temos o esforço amostral para a área. Entretanto, o valor encontrado é maior ao 

reportado para a espécie em outras áreas estudadas: nas estradas que circundam a Estação 

Ecológica de Águas Emendadas-GO, Rodrigues (2002) reportou uma média de 4,5 lobos-

guarás atropelados por ano; enquanto que no Parque Nacional da Serra da Canastra, a média 

encontrada durante oito anos foi de 3,9 animais (GAMBARINI E PAULA, 2013).  

Porém, a avaliação feita pela ARTESP (Agência Reguladora de Serviços Públicos 

Delegados de Transporte do Estado de São Paulo) reporta valores superiores aos encontrados 

neste estudo, aumentando a preocupação sobre a conservação da espécie. Em apenas seis 

rodovias, a ARTESP relatou 46 animais atropelados em cinco anos (GAMBARINI E 

PAULA, 2013). Inclusive, em estudos focados em atropelamentos de vertebrados, é comum 

encontrar registros para a espécie (por exemplo; CACERES, 2011; SARANHOLI et al., 2016; 

ASCENSÃO et al., 2017). 

Ao comparar o número de animais encontrados na área de GO (12 indivíduos), onde o 

esforço amostral é grande, podemos inferir que o número de animais mortos por 

atropelamentos em MS (seis indivíduos) representa uma grande porção da população de lobos 

que ocorre na área. 



98 

 

Os atropelamentos já são considerados uma ameaça severa para a espécie (PAULA et al., 

2013), principalmente quando analisamos que, na maioria das vezes, os animais que são 

atropelados são indivíduos jovens em fase de dispersão. Em algumas populações estima-se 

que os atropelamentos sejam responsáveis pela morte de um terço à metade da produção anual 

de filhotes (RODRIGUES, 2002). 

 

5.6.2 Sexagem  

A técnica HRM foi satisfatória para a identificação do sexo das amostras de tecido e sangue 

dos lobos-guará (Figura 5.12). Do mesmo modo, a amplificação dos primers para a 

identificação do sexo das amostras de fezes foi bem-sucedida (ver capitulo 1). 

 
Figura 5.12. Padrão das curvas de Melting para Chrysocyon brachyurus. As curvas dos machos (verde) 

mostraram dois picos, enquanto que as fêmeas (rosa) mostraram um único pico. 

 

 

Assim, no total, foram encontrados 49 machos e 44 fêmeas de lobo-guará. O total de 

machos atropelados foi cinco, enquanto as fêmeas foram oito indivíduos. Dos animais 

capturados, 11 foram machos e oito foram fêmeas. O número de animais capturados com 

amostras não invasivas foi de 33 machos e 28 fêmeas (Tabela 5.8). 

Incluindo os dois animais que foram atropelados, tratados e liberados foram encontrados 

um total de seis machos atropelados e nove fêmeas. Assim, vemos que existe um número 

maior de fêmeas atropeladas e que esse evento se deu na área de São Paulo. O número alto de 

atropelamentos em São Paulo pode ser um reflexo da ausência de recursos nos territórios onde 

os animais se estabeleceram e da necessidade de sair em busca desses recursos para suprir 

essa necessidade.  
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Tabela 5.8. Número de Chrysocyon brachyurus coletados nas áreas estudadas e considerados para análises da 
estrutura genético-populacional da espécie 

 Tecido Sangue Fezes Total 
 ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ ♂ ♀ 

Campo Grande-MS 4 2 - - - - 4 2 

Cumari-GO 1 - 7 4 - - 8 4 

SP - 6 3 3 33 28 36 37 

Outras - - 1 1 - - 1 1 

Total 5 8 11 8 33 28 49 44 

 

Foi observado que há um número maior de machos na área de Mato Grosso do Sul, onde 

as coletas de animais atropelados foram realizadas utilizando unicamente este tipo de 

amostragem. Tanto machos como fêmeas apresentam áreas de vida do mesmo tamanho 

(GAMBARINI E PAULA, 2013) a probabilidade maior para os atropelamentos dos machos 

pode ser explicada, pois os machos exploram outras áreas além dos limites dos territórios 

(GAMBARINI E PAULA, 2013). 

 

5.6.3 Estrutura populacional do lobo-guará 

Nove dos onze loci utilizados mostraram resultados satisfatórios quando sequenciados para 

o lobo-guará, em que a amplificação do fragmento de interesse apresentou o motif de repetição 

tetranucleotídeo. Os loci 2006 e 2159, os quais apresentaram problemas para a amplificação, 

foram excluídos de todas as análises.  

A análise de variação molecular mostrou que 84% da variância encontrada está entre os 

indivíduos e que 15% dela está entre as áreas amostradas. O 1% restante corresponde à 

variância encontrada dentro dos indivíduos. 

As análises bayesianas realizadas, sem utilizar a informação da área de coleta dos 

indivíduos, tanto no STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al., 2000), utilizando o método 

de Pritchard et al. (2000) e de Evanno et al. (2005), como no BAPS 6 (CORANDER et al., 

2008), mostraram que a maior probabilidade é dos indivíduos pertencerem a três clusters. 

Porém, ao utilizar informações sobre o local de origem dos indivíduos os maiores valores de 

p (p = 1) foram para um K = 2 (Figura 5.13).  
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Figura 5.13. Gráfico de barras obtido pelo (a) BAPS e pelo (b) STRUCTURE com K = 2, representado a 
estruturação populacional dos indivíduos de Chrysocyon brachyurus. 

 

A maioria de estudos realizados com a espécie mostra a existência de uma única população, 

no entanto os autores destes estudos trabalharam em áreas menores e fragmentos próximos. 

Por exemplo, De Mattos et al. (2004), utilizando marcadores proteicos, encontraram uma 

única população em três áreas amostradas do estado de São Paulo. Por sua parte, Lion et al. 

(2011) estudaram a espécie com marcadores microssatélites em quatro áreas no Distrito 

Federal e reportaram que os indivíduos pertencem a uma única população. 

González et al. (2015b) com uma amostragem contemplando a distribuição da espécie e 

utilizando o gene mitocondrial do D-loop encontraram uma única população para os 

indivíduos que ocorrem no Brasil.  

Utilizando microssatélites, Salim et al. (2007) e Fontoura-Rodrigues (2008), com 

amostragens mais abrangentes da distribuição da espécie, em áreas de GO, MG e SP, 

identificaram uma única população de lobos-guará, provavelmente devido à proximidade das 

áreas amostradas. 

Para as análises de diferenciação par a par, os dois indivíduos amostrados em MG foram 

incluídos como parte das amostras de SP (devido à similaridade com os indivíduos dessa 

área), pois o número amostral da área é muito baixo. As análises de diferenciação 

apresentaram valores baixos para as todas as áreas, entretanto houve valores estatisticamente 
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significativos para a área de GO (Tabela 5.9). Os valores foram superiores para o RST entre 

MS e MG-SP e para o Dest entre GO e MG-SP, reforçando o a existência de duas populações. 

 

Tabela 5.9. Diferenciação populacional par a par para Chrysocyon brachyurus nas áreas amostradas. A 
diagonal superior apresenta os valores de RST e na inferior os valores de Dest. 

 MS GO MG-SP 
MS  0.01944 0.07330 
GO 0.0019*  0.05244* 
MG-SP 0.0989 0.2432  

Os valores com asterisco mostraram ser significativos 

 

Assim como o encontrado neste estudo, Salim et al. (2007) reportou valores menores de 

diferenciação entre as áreas de São Paulo e o triângulo mineiro ao comparar essas contra 

outras áreas: uma perto de Belo Horizonte (MG) e outra próxima ao DF em Goiás. O mesmo 

autor reportou diferenças significativas entre o DF (GO) e o estado de São Paulo. Igualmente, 

Fontoura-Rodrigues (2008) analisando amostras da espécie do DF, de SP e de MG encontrou 

valores de RST maiores ao comparar as áreas de SP e GO. O autor explicou que a maior 

diferenciação pode ser explicada devido à maior distância longitudinal que separa essas áreas. 

Em nosso caso, as áreas de GO e SP se encontram mais próximas entre si e MS apresenta as 

maiores distâncias (Figura 5.3). 

Contudo, foi concluído que os indivíduos estudados pertencem a duas populações, sendo 

uma representada pelos indivíduos amostrados em MS e em GO e a outra representada pelos 

de MG e SP. A estruturação populacional aqui encontrada entre os lobos-guará provavelmente 

se deve às pressões do ambiente e à transformação da paisagem por ser uma estruturação 

recente, detectada com marcadores microssatélites e não detectada por outros autores quando 

realizadas análises com DNA mitocondrial. A estruturação é mais evidente entre São Paulo e 

os demais estados, talvez por ser um estado com intervenção industrial mais forte e mais 

antiga. 

Mesmo que a espécie seja conhecida por possuir hábitos generalistas e considerada uma 

espécie que se adapta facilmente a ambientes antropizados, ela está sendo afetada pela 

fragmentação de hábitat e mostrando estruturação genética. Pois ao tentar alcançar áreas para 

obter recursos, fica mais sujeita a atropelamentos, retaliação, maior contato com doenças 

transmitida por animais domésticos, entre outros.  

Outras espécies de carnívoros reconhecidas por hábitos generalistas e alta capacidade de 

adaptação também mostraram estruturação em ambientes altamente antropizados (Por 
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exemplo, em Puma concolor SARANHOLI et al., 2017.; Canis simensis GOTTELLI et al., 

1994; Panthera onca HAAG et al., 2010; e Panthera pardus DUTTA et al., 2013). Assim, a 

configuração da paisagem, intensidade das mudanças ambientais, história de vida, ecologia e 

comportamento das espécies conduzem à diferenciação genética, incluso, de espécies de 

hábitos generalistas (DUTTA et al., 2013). 

As análises de PCA também mostraram que existe diferença entre as áreas amostradas e 

separou os indivíduos da área de GO dos indivíduos da área de SP (Figura 5.14). O mapa dede 

probabilidade posterior do GENELAND também detectou os mesmos dois clusters para a 

espécie (Figura 5.14). Assim mesmo, na figura 5.14 podemos observar que a área de GO 

apresenta uma maior variabilidade genética entre os indivíduos amostrados na área. 

Assim, a área de Goiás pode ser considerada uma área de convergência entre indivíduos 

de áreas não amostradas neste estudo, como por exemplo de indivíduos que ocorrem mais ao 

norte e ao leste, o que aumenta a variabilidade genética da espécie. Este evento parece não 

ser exclusivo dos lobos-guará, uma vez que indivíduos de cachorro-do-mato amostrados nesta 

área apresentam alelos privados que os diferenciaram do resto dos indivíduos amostrados em 

áreas mais ao sul e mais ao oeste (ver secção 1). No entanto, para confirmar se a afirmação 

anterior se cumpre para as espécies é necessário realizar mais estudos na área, assim como 

amostrar indivíduos de áreas localizadas mais ao norte e ao leste da área estudada. 

Comparando as duas espécies estudadas nas mesmas áreas, é importante destacar que 

encontramos um número de populações diferentes para cada espécie. Assim para o cachorro-

do-mato encontramos três populações que correspondem às áreas estudadas (Seção 1), 

enquanto que para o lobo-guará foram duas populações, a de SP e a de GO-MS. Acreditamos 

que essas diferenças são consequência da biologia própria de cada espécie, assim as áreas de 

vida menores e a menor capacidade de dispersão do cachorro-do-mato pode explicar o número 

maior de populações encontradas para a espécie.  
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Figura 5.14. Análises de componentes principais (PCA) entre os indivíduos estudados de Chrysocyon 
brachyurus (a). O mapa mostra a probabilidade posterior dos indivíduos para os dois clusters significativos 

(Cluster 1 MS e GO, Cluster 2 SP). 

 

5.6.4 Diversidade genética das populações de lobo-guará 

Assim como para o cachorro-do-mato (ver seção 1), o locus que se mostrou mais 

polimórfico para todos os 93 indivíduos de lobo-guará estudados foi o 2137 (Tabela 5.10). 

De maneira geral, os valores de número de alelos (Na), número efetivo de alelos (Ae) e 

riqueza alélica (Ra) foram maiores para a população de MG e SP. Embora a amostragem fosse 

maior nesta área, podemos concluir que a diversidade é maior, pois foi utilizada a Ra que é 

uma medida que permite a comparação entre duas amostragens com valores amostrais 

diferentes. 

Embora o número de alelos encontrado para o lobo-guará (tabela 5.10) seja menor que o 

encontrado para o cachorro-do-mato (tabela 5.4), ele ainda é um número alto, sugerindo que, 
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apesar das pressões sofridas pela espécie, ela ainda mantém uma variação genética alta nas 

áreas estudadas. No entanto, é necessário considerar que estes valores podem ser reflexo da 

diversidade genética histórica da espécie e, em longo prazo, a redução do fluxo gênico pode 

representar um risco para a viabilidade genética das populações locais. Os valores de Ae 

alcançam a metade do valor do Na nas duas populações estudadas, mostrando um número 

grande de alelos privados na população, pois a medida de Ae está baseada na frequência 

alélica. 

A diversidade genética, medida utilizando a heterozigosidade, mostrou valores altos para 

a espécie (He = 0,646 para MS-GO e He = 0,737 para MG-SP) (Tabela 5.10). Os valores 

obtidos foram similares ao reportados anteriormente para a espécie por outros autores: He = 

0,66 para o DF e Belo Horizonte e He = 0,68 para o triângulo Mineiro (SALIM et al., 2007), 

He = 0,738 para o DF e He = 0,74 na ESECAE (Estação Ecológica Águas Emendadas) no DF 

(LION, 2007), He = 0,75 em GO, SP e MG (FONTOURA-RODRIGUES, 2008) e He = 0,72 

na EEJ em SP (RAMALHO et al., 2014). Esses altos valores indicam que as populações da 

espécie não têm passado por recentes mudanças demográficas drásticas (GIRMAN et al., 

2001). 

Ao comparar os valores apresentados pela espécie com aqueles reportados para outras 

espécies de canídeos sul americanos encontramos que são maiores que os apresentados pelo 

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) com He = 0,64 (TCHAICKA, 2006) e He = 0,682-0,714 

(Tabela 5.4), semelhantes aos apresentados pelo graxaim-do-campo (Lycalopex 

gymnocercus) com He = 0,79 (FONTOURA-RODRIGUES, 2008), porém menores que os 

apresentados pela raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), com He = 0,81 (FONTOURA-

RODRIGUES, 2008) e He = 0,816 (SILVA, 2015). 

Outras causas foram apontadas para explicar os valores altos de heterozigosidade na 

espécie. Prates (2008), afirmou que aproximadamente 15 mil anos atrás a espécie passou por 

um evento de gargalo seguido por uma rápida expansão populacional, corroborada por 

Fontoura-Rodrigues (2008). Assim, a espécie apresenta valores de diversidade nucleotídica 

muito baixa, porém apresenta valores de heterozigosidade altos. 
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Tabela 5.10. Caracterização da diversidade genética de Chrysocyon brachyurus nas duas populações encontradas. 

  2001 2004 2010 2018 2054 2088 2132 2137 2140 Média 

MS -
GO 

Pb 132-140 258-270 239-269 153-169 134-146 92-100 140-180 230-244 118-138 - 
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18 - 
Na 3 4 4 5 4 3 8 8 6 5,000 
Ae 1,497 2,906 2,502 2,769 2,689 2,561 4,000 6,000 4,408 3,259 
Ra 3 4 4 8 6 8 4 3 5 5 

HWE 0,4109 0,4409 0,7176 0,9033 0,2793 0,285 0,9528 0,9727 0,1572 - 
Ho 0,333 0,611 0,667 0,722 0,667 0,722 0,889 0,944 0,722 0,697 
He 0,332 0,656 0,600 0,639 0,628 0,610 0,750 0,833 0,773 0,646 
FIS 0,064 0,118 -0,107 -0,134 0,003 -0,12 -0,191 -0,092 0,055 T=-0,053 

P(FIS) 0,3667 0,3306 0,3472 0,3306 0,5667 0,35 0,0639 0,3194 0,4083 0,169 

MG 
- SP 

Pb 128-140 258-270 235-273 149-169 134-150 92-104 140-172 212-256 118-166 - 
N 75 53 69 60 62 75 72 50 75 - 
Na 4 4 6 6 5 4 9 12 8 6,444 
Ae 2,878 2,301 4,262 4,020 4,083 2,758 6,400 8,929 4,452 4,454 
Ra 3,89 3,943 5,995 12 7,878 8,602 5 3,996 5,996 6,366 

HWE 0,3361 0,0006* 0,1403 0,1744 0,1118 0,4687 0,0873 0,0006* 0,1844 - 
Ho 0,653 0,453 0,681 0,717 0,694 0,733 0,778 0,660 0,880 0,694 
He 0,653 0,565 0,765 0,751 0,755 0,637 0,844 0,888 0,775 0,737 
FIS 0,005 0,208 0,117 0,054 0,09 -0,144 0,085 0,266 -0,128 T=0,066 

P(FIS) 0,5611 0,0417 0,0361 0,2583 0,1278 0,0556 0,075 0,0028 0,0167 0,005 
O tamanho dos alelos apresentado (Pb) não inclui os 18pb da cauda M13. *Valores significativos após correção sequencial de Bonferroni. O valor de p para o FIS é: 0,002. T=valor 
total para área. 
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Valores de Ho maiores que os valores de He, como os encontrados na população de MS-

GO, indicam um excesso de heterozigotos (Tabela 5.10). Enquanto que quando o He maior a 

Ho, como foi evidenciado na população de MG-SP, são associados a déficit de heterozigotos 

(Tabela 5.10). Os valores de FIS foram pequenos e não significativos, para as duas populações, 

mostrando que não há indícios desses eventos, assim como não existem indícios de endogamia 

ou exogamia nas populações. 

Os valores de riqueza alélica, calculados para um mínimo de 18 indivíduos, foram maiores 

para MG-SP (Ra= 4,472) que para MS-GO (Ra= 4,209) mostrando que a primeira população 

apresenta maior diversidade genética. Os valores calculados de 1 até 18 mostraram ser 

maiores em MG-SP na maioria dos tamanhos amostrais (Figura 5.15). 

Os valores calculados para o EHW não mostraram valores significativos para o desvio do 

equilíbrio em nenhum locus para a população de MS-GO. No entanto, mostraram valores 

significativos para dois loci na população de MG-SP, os loci 2004 e 2137 (Tabela 5.10). Os 

valores de FIS não foram significativos para excesso ou déficit de heterozigotos para explicar 

o desvio do EHW. Apesar de que todos os loci mostraram que as frequências estimadas para 

os alelos nulos foram próximas a zero. O locus 2137 na população MG-SP foi a exceção, e 

por essa razão foi excluído das análises posteriores. 

 

Figura 5.15. Riqueza alélica entre as populações de Chrysocyon brachyurus. 

 

 

Uma vez que as forças evolutivas que causam desvios do EWH atuam em escalas locais 

(SUGG et al., 1996), sendo diferente para cada população, podemos afirmar que a seleção 
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natural, a deriva genética ou a uma amostragem insuficiente podem estar influenciando a 

população de MG-SP. Assumindo que os loci utilizados são potencialmente neutros, 

consideramos que a seleção natural não está agindo sobre eles, desconsideramos esta força 

evolutiva como possível causa. Analisando os valores de FIS (Tabela 5.10) vemos que o valor 

encontrado para o locus é alto (FIS = 0,208), mostrando que pode existir um déficit de 

heterozigotos, porém o valor encontrado não foi significativo (p = 0,0417). Com isso, 

podemos afirmar que a deriva pode estar agindo sobre a população.  

As análises entre os loci revelaram que existe desequilíbrio de ligação entre o par 2132 e 

2018, entre o 2001 e o 2018 e entre o 2954 e o 2018 na população de MG-SP. Na população 

de MS-GO, nenhum locus apresentou valores significativos para o desequilíbrio de ligação. 

Desse modo, o locus 2018 também foi excluído para as próximas análises. 

 

5.6.5 Distribuição da variação genética  

O teste de mantel revelou que existe isolamento por distância nos indivíduos da espécie 

(Figura 5.16), assim como esperado quando avaliados os valores de diferenciação 

populacional (Tabela 5.9).  

 

Figura 5.16. Correlação entre a distância genética e a distância geográfica dos indivíduos de Chrysocyon 
brachyurus amostrados. A linha vermelha mostra a tendência da regressão. 

 

 

Quando consideradas as populações às quais os indivíduos pertencem, vimos que a 

população MS-GO não apresentou valores significativos para isolamento por distância (r2 = 

0,0110 p = 0,2235), enquanto que a população de MG-SP estes valores foram altos e 
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significativos (r2 = 0,0149, p < 0,01). Considerando que a amostragem é insuficiente para o 

estado de Minas Gerais (n = 2) se assumiu que as afirmações sobre a distribuição da variação 

genética dos lobos-guará da população MG-SP se aplicam unicamente aos indivíduos do 

estado de São Paulo (Figura 5.17). 

 

Figura 5.17. Correlação entre a distância genética e a distância geográfica dos indivíduos de Chrysocyon 
brachyurus da população de MG-SP. A linha vermelha mostra a tendência da regressão. 

 

 

As análises de autocorrelação espacial mostraram que a distribuição dos indivíduos 

corresponde a isolamento por distância, pois, nas classes até os 200 km, os valores mostram 

significância para agrupamento de indivíduos com distâncias genéticas menores e entre os 

300 e 600 km os indivíduos parecem se afastar dos mais aparentados. O agrupamento nos 

primeiros quilômetros e o afastamento nos últimos pode ser explicado porque inicialmente os 

lobos-guará permanecem nas famílias, mas logo mais eles dispersam para novos territórios, o 

que explicaria o comportamento dos dados até os 600 km. Nos valores de distância geográfica 

maior não houve correlação, pois os valores se comportaram igual aos esperados ao acaso, 

mostrando que as distâncias geográficas a partir dos 700 km não explicam a distribuição dos 

indivíduos (Figura 5.18). 
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Figura 5.18. Autocorrelação espacial (SAA) para todos os indivíduos de Chrysocyon brachyurus com classes 
de distância de 200 km. Os valores com intervalo de confiança de 95%, para a hipótese nula de que não existe 

estrutura espacial, estão representados pelas linhas vermelhas ponteadas. 

 

 

Quando analisamos a autocorrelação espacial por populações, foi observado que os 

indivíduos das populações encontradas (MS-GO e MG-SP) não sofrem influência da distância 

geográfica, pois os dados se encontraram entre os intervalos de confiança, mostrando que a 

distribuição dos indivíduos na paisagem pode ser explicada ao acaso. 

Apesar da influência da distância geográfica na distribuição da variação genética da 

espécie, não há barreiras geográficas para os indivíduos de lobo-guará. Particularmente na 

área de GO, esse fato foi reportado para outras espécies de canídeos, para Lycalopex vetulus 

(SILVA, 2015) não houve estruturação populacional quando avaliado o rio Araguarí e, da 

mesma maneira, para cachorro-do-mato (secção 1). Assim por não existir uma barreira física, 

se acredita que os alelos privados, que atualmente se encontram restritos a representantes de 

uma família na área, podem se propagar pela população e posteriormente à população de MG-

SP. 

Assim, foi concluído que a distância geográfica influencia o comportamento e localização 

dos indivíduos, porém também acreditamos que a distribuição dos indivíduos de lobo-guará 

e da sua variabilidade genética está determinada pela paisagem, o uso e a ocupação do solo. 

Paisagens mais permeáveis como áreas para agricultura e pastagens para gado permitem mais 

facilmente o deslocamento de animais (FAHRIG, 2003; 2007; RIBEIRO et al., 2016). Dessa 

maneira, se acredita que a diferença na paisagem, sendo mais alterada no estado de São Paulo, 

influencia na capacidade de deslocamento dos indivíduos da espécie. 
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A influência da paisagem sobre a distribuição e deslocamento dos indivíduos pode estar 

intensificando os efeitos da deriva sobre a população. A distância euclidiana (distância em 

linha reta) pode não ser tão importante na hora de determinar a localização e a movimentação 

dos indivíduos. Deste modo, a resistência da paisagem e a distância percorrida para chegar de 

um ponto a outro, utilizando as áreas mais permeáveis, são mais importantes para a espécie. 

Segundo González et al.(2015b) utilizando dados do D-loop, a espécie de lobo-guará 

apresenta sinais de expansão populacional. No entanto, nossos dados mostram um 

comportamento contrário, com evidencia para diminuição no tamanho populacional, que pode 

ser explicado pelas mudanças e a transformação da paisagem. 

O teste de Wilcoxon mostrou valores de bottleneck significativos na população de MS-

GO, somente com o modelo de alelos infinitos. No entanto, consideramos que este não é o 

modelo para explicar nossos dados, sendo que somente o alelo 2140 mostrou esse 

comportamento quando analisados os gráficos das frequências alélicas. Por essa razão, foi 

considerado que esta população não sofreu gargalos populacionais recentes (Tabela 5.11). 
 

Tabela 5.11. Verificação dos gargalos populacionais nas populações encontradas para os indivíduos de 
Chrysocyon brachyurus estudados. 

 Modelo IA Modelo SM Modelo TPM 
MS-GO 0,02344 0,81250 0,10938 
MG-SP 0,00781 0,03906 0,00781 

Modelo de alelos infinitos (IA), Stepwise mutation (SM) e two phase mutation (TPM). 

 

Na população de MG-SP foi evidenciada uma situação diferente, sendo que todos os 

modelos apontaram para um evento de gargalo populacional recente. Foi concluído assim que 

a população de lobos-guará de São Paulo sofreu uma redução considerável do tamanho 

populacional, durante no mínimo uma geração, levando assim a redução da diversidade 

genética e mostrando evidências da ação da deriva genética, como apontado pelos valores 

apresentados na tabela 5.10. 

A outra espécie de canídeo estudada no estado, o cachorro-do-mato, não mostrou 

evidencias de eventos de redução populacional recente. Apesar das duas espécies serem 

consideradas generalistas, o cachorro-do-mato parece suportar melhor as pressões sofridas 

pelas mudanças ambientais. 

Populações fragmentadas apresentam maior risco de extinção local devido a eventos 

estocásticos ambientais, genéticos ou demográficos (FRANKHAM et al., 2008). Entre os 

eventos genéticos, são citados o aumento do efeito da deriva genética e a diminuição da 

variabilidade genética (FRANKHAM et al., 2008). Considerando o anterior, podemos afirmar 
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que a população de lobos-guará de São Paulo está sendo afetada pela fragmentação e sofrendo 

consequências genéticas. 

Tem sido argumentado que áreas protegidas em paisagens fragmentadas são muito 

importantes, pois agem como amortecedores contra os impactos antropogênicos (NOSS et al., 

1996; RYLANDS E BRANDON, 2005; SHIVIK, 2006). Mesmo que as amostras de lobo-

guará da população de São Paulo foram coletadas, em sua maioria, em unidades de 

conservação e em estradas próximas às unidades, encontramos indícios de populações 

fragmentadas, e ação da deriva genética. Isto não indica que as unidades de conservação não 

estejam cumprindo sua função, porém pode ser um indicio de que as áreas protegidas não são 

suficientes para a manutenção de um número grande de espécies, ou espécies como 

carnívoros, as quais apresentam necessidades maiores de território e recursos. Outra 

explicação, que não exclui a anterior, é que as pressões antropogênicas externas são tão fortes 

que conseguem atingir as unidades de conservação. 

O comportamento generalista da espécie (DEVICTOR et al., 2008; LYRA-JORGE et al., 

2010) e a capacidade de viver em regiões com baixa qualidade de habitat (COELHO et al., 

2008; LYRA-JORGE et al., 2008) permite-a explorar locais deslocando-se entre várias áreas, 

incluindo as áreas protegidas e as que não são e que inclusive more em elas. Nossos dados 

mostram que indivíduos que ocorrem em áreas fragmentadas não ficam restritos aos 

fragmentos de vegetação nativa e exploram a região como um todo, assim como reportado 

para outras espécies de carnívoros de grande e médio porte (DE AZEVEDO, 1996; 

FRANKLIN et al., 1999; DONADIO et al., 2001; LYRA-JORGE et al., 2008). 

Considerando o anterior, a necessidade de conservação não se restringe às áreas protegidas, 

mas também a conectividade da paisagem. Esta necessidade de corredores para a 

conectividade deve buscar ligar todas as áreas onde a espécie ocorre, conectando as unidades 

de conservação entre elas, assim como com outras áreas não protegidas. Tem sido 

demonstrado para grandes carnívoros que identificar os corredores com menor custo para 

conectar populações remotas de espécies em perigo facilita a conservação numa escala maior 

(HUCK et al., 2010; RABINOWITZ E ZELLER, 2010). 

Pires et al. (2000) baseados nas características ecológicas e comportamentais da Puma 

(Puma concolor) e do lobo-guará (Chrysocyon brachyurus) têm desenhado possíveis 

corredores ecológicos para conectar a estação ecologia de Itirapina e a do Jataí, assim como 

outras unidades de conservação da região com áreas não protegidas numa extensão de 18 km 

no estado de São Paulo. Considerar as informações dadas pelos autores não somente 
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ajudariam manter o fluxo e a variabilidade genética da espécie como também contribuiriam à 

conservação de outras espécies com menores necessidades ecológicas e dos Biomas nos que 

estas espécies habitam. 

 

5.6.6 Número de indivíduos migrantes 

Apesar da estruturação detectada para a espécie e a fragmentação do habitat, os indivíduos 

de lobo-guará mantêm níveis altos de diversidade genética e fluxo gênico. O número de 

indivíduos que migram com sucesso entre as populações encontradas foi (Nm = 0,5217). 

Valores menores que um são considerados baixos, pois apesar de que, inicialmente, foi 

argumentado que um indivíduo migrante por geração é suficiente para prevenir diferenciação 

populacional devido à deriva e permitir adaptações locais (WRIGHT, 1931; SLATKIN, 

1987), este valor foi calculado sobre alguns pressupostos que não se cumprem em populações 

naturais, tais como tamanho de censo igual ao tamanho efetivo, e probabilidade igual para 

qualquer migrante de qualquer subpopulação, existindo assim equilíbrio entre fluxo gênico e 

deriva genética. 

Assim, tem sido sugerido que valores maiores de Nm são necessários para equilibrar a ação 

da deriva genética em populações reais (MILLS E ALLENDORF, 1996), assim como quando 

se busca a conservação da diversidade no nível de alelos (GREENBAUM et al., 2014), e 

especialmente quando as populações estão sujeitas a flutuações populacionais (VUCETICH 

E WAITE, 2000), como é no caso do lobo-guará. Deste modo, tem sido recomendado um 

mínimo de 1 e um máximo de 10 indivíduos migrantes por geração para manter a 

conectividade das populações (MILLS E ALLENDORF, 1996), sugestão testada e aprovada 

por Wang (2004). 

As análises para atribuição dos indivíduos confirmaram que as duas populações 

compartilham indivíduos. Do mesmo modo, ao estimar os migrantes, os dados revelaram que, 

entre as duas populações detectadas (MS-GO e MG-SP), há oito indivíduos migrantes. 

Considerando que o programa detecta somente indivíduos migrantes de primeira geração, o 

valor calculado corresponde a uma única geração. Assim, o valor se encontra entre o que foi 

sugerido por Mills e Allendorf (1996) e por Wang (2004), e mostra que existe migração e que 

esta tem permitido a manutenção da variabilidade genética da espécie. 

Outros autores que trabalham com carnívoros com alta capacidade de deslocamento têm 

reportado presença de fluxo gênico entre as populações e entre 1 - 10 indivíduos migrantes 

que se reproduzem por geração. Entretanto os mesmos autores argumentam que estes valores 
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são baixos para superar os efeitos da deriva genética e evitar a estruturação populacional 

(DUTTA et al., 2013; MCMANUS et al., 2015; TENSEN et al., 2016). Assim, tem sido 

discutido que são necessários mais de 10 indivíduos migrantes por geração para manter o 

fluxo gênico (VUCETICH E WAITE, 2000). 

Três indivíduos foram identificados como migrantes da população de MS-GO para MG-

SP e cinco no sentido contrário. Acreditamos que o maior valor se deve à maior 

representatividade no número de animais coletados na área e não a uma maior migração neste 

sentido. Assim, podemos afirmar que não foi evidenciada uma dinâmica de fonte-sumidouro 

entre as populações detectadas. Entretanto, podemos afirmar que o estado de conservação da 

área e a perda de diversidade evidenciada na população de São Paulo podem conduzir a uma 

população sumidouro, onde a variação genética será perdida. 

Um dos indivíduos identificados como migrantes de primeira geração de MS-GO é o 

indivíduo que apresenta maior probabilidade de pertencer a população de MG-SP quando 

realizada análise de estruturação populacional com o programa STRUCTURE 2.3.4 

(PRITCHARD et al. 2000) (Figura 5.13 b). O anterior demostra mais uma vez, e de maneira 

mais clara, o fluxo constante de indivíduos entre as duas populações identificadas.  

É também importante destacar que os animais migrantes, que podem manter o fluxo gênico 

levando os alelos entre as populações muitas vezes são mortos, principalmente, por 

atropelamentos e, portanto, retirados da população. A estruturação e a ausência de fluxo 

gênico podem levar a endogamia nas populações e, consequentemente, a aumentar o risco de 

extinções locais. Tem sido provado que populações pequenas em paisagens altamente 

antropizadas, mesmo com altas taxas de migração, podem ser extintas em 100 anos 

(SWEANOR et al., 2000). 

Assim, vemos que, apesar da existência de fluxo de indivíduos entre as duas populações 

detectadas, a necessidade de realizar planos para manutenção da espécie que contemplem a 

conservação da diversidade genética é urgente, principalmente ao considerar a população de 

São Paulo. Por sofrer mais com as pressões antropogênicas e com mudanças históricas e 

recentes nos tamanhos populacionais, essa população pode ter seu risco de extinção 

aumentado. A detecção de sinais de bottleneck recente, e as evidencias da ação da deriva 

genética, já são consequências desse processo. 
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5.7 Conclusões 

Podemos concluir que, apesar da espécie possuir hábitos generalistas e ser considerada 

uma espécie que se adapta facilmente a ambientes alterados, ela está sendo afetada pela 

fragmentação de hábitat, pelas pressões antropogênicas e mostrando consequências biológicas 

como é a diferenciação genética. 

Na literatura é reportada uma única população para a espécie, no entanto, neste estudo 

foram achadas duas populações: uma que inclui indivíduos dos estados de São Paulo e a região 

do triângulo mineiro (Minas Gerais) e outras com indivíduos de Mato Grosso do Sul e Goiás. 

É necessário utilizar amostras que incluam a distribuição geográfica completa da espécie, para 

saber quais os limites das populações encontradas, se existem mais populações da espécie e 

como elas se encontram distribuídas espacialmente. 

É importante considerar e destacar a importância do fluxo de indivíduos constante que 

existe entre as populações, não só no lobo-guará, mas também no cachorro-do-mato. Assim, 

apesar de existir áreas fragmentadas o fluxo génico permite que as populações não fiquem 

isoladas, permitindo a manutenção da variabilidade genética. 

O número de indivíduos de lobo-guará atropelados tem um impacto importante para a 

espécie, principalmente quando considerada a perda de alelos raros ou privados que se dá 

quando morre um indivíduo. Do mesmo modo, as populações encontradas podem ficar 

isoladas se o número de atropelamentos é muito alto ou simplesmente muito frequente. 

Os tamanhos dos fragmentos não foram tão importantes para a espécie como se acreditava, 

porém o estado de conservação da paisagem e o nível de permeabilidade causaram fortes 

impactos na diversidade genética da espécie. Assim, paisagens mais alteradas, mais 

antropizadas e menos permeáveis tiveram um maior efeito sobre as populações. Uma 

paisagem como a que apresenta o estado de São Paulo mantém populações com menores 

valores de diversidade genética, mostrando efeitos da deriva genética e com evidências de 

eventos de reduções populacionais importantes como é o gargalo populacional detectado. Isto 

leva a considerar o estado de São Paulo como prioritário para implementar ações que ajudem 

na conservação da espécie. 

A biologia e ecologia da espécie podem explicar a recente diminuição populacional 

encontrado em São Paulo como consequência da fragmentação e degradação da paisagem. 

Por essa razão, a outra espécie estudada, o cachorro-do-mato, ainda não apresentou evidências 

mesmo ocorrendo na mesma paisagem. Assim, concluímos que os tamanhos populacionais 
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menores que os do cachorro-do-mato, e os hábitos solitários dos lobos-guará podem ser os 

que melhor explicam as consequências genéticas da alteração da paisagem sobre a espécie.  
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6 CAPÍTULO 3: RELAÇÕES DE PARENTESCO EM CACHORRO-DO-MATO 

E LOBO-GUARÁ 

 

6.1 Introdução 

Os métodos para análises de parentesco se dividem em duas categorias principais: relações 

de parentesco e análises de paternidade (BLOUIN, 2003). Os primeiros trazem informações 

de coancestria, que permitem inferir sobre dispersão limitada por sexo e estrutura genético 

espacial dentro e entre populações, enquanto que os segundos permitem estabelecer as 

relações entre os indivíduos permitindo realizar inferências sobre o comportamento social, o 

sistema de acasalamento e a estrutura familiar de uma espécie. 

Os marcadores microssatélites têm sido amplamente utilizados, principalmente, para 

avaliar as relações de parentesco. Eles permitem estudar a distribuição de cada um dos 

indivíduos na paisagem avaliando possíveis correlações entre a disposição espacial e as 

relações genéticas. Entre os estudos utilizando esta abordagem podemos destacar os que 

avaliaram autocorrelações espaciais e testes de mantel (Por exemplo. DOUBLE et al., 2005; 

STANTON et al., 2015). 

As análises de paternidade utilizando marcadores moleculares também têm sido 

amplamente utilizadas. Entretanto, Blouin (2003) afirma que a ecologia e a evolução 

poderiam extrair muitas informações dos pedigrees das populacoes naturais. Seguindo essas 

recomendações, alguns estudos têm explorado as questões sobre os sistemas de acasalamento, 

dispersão e sistemas sociais em espécies selvagens (Por exemplo; TABERLET et al., 1997; 

GOOSSENS et al., 2005; ZHAN et al., 2007; MIÑO et al., 2011; STANTON et al., 2015). 

As espécies de canídeos tornam-se interessantes para realizar ambas as análises uma vez 

que apresentam: i) alta capacidade de dispersão, ii) diferentes sistemas sociais e, iii) o sistema 

de acasalamento monogâmico é comum dentro desta família (KLEIMAN, 1977), enquanto 

que é uma característica rara dentro da classe mamíferos, sendo que unicamente 5 a 10% das 

espécies desta classe o apresentam (KLEIMAN, 1977; DOBSON et al., 2010). 

Duas espécies de canídeos que apresentam sistemas sociais e de acasalamento diferentes 

são o cachorro-do-mato e o lobo-guará. O cachorro-do-mato é uma espécie gregária, sendo 

que os indivíduos da espécie são encontrados principalmente em grupos familiares 

(MONTGOMERY E LUBIN, 1978), enquanto que os lobos-guará são solitários 

(GAMBARINI E PAULA, 2013). 
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Embora as duas espécies formam um casal para toda a vida (KLEIMAN, 2011) cada uma 

delas apresenta um sistema de acasalamento: os cachorros-do-mato apresentam monogamia 

obrigatória (REIS et al., 2011), enquanto que os lobos-guará são monogâmicos facultativos 

(RODDEN et al., 2004). 

Dentro desse contexto, neste capítulo nos propusemos utilizar marcadores microssatélites 

para avaliar a estrutura genético espacial das duas espécies e possíveis limitações de dispersão 

ligadas ao sexo em uma área antropizada do estado de Goiás, assim como confirmar algumas 

observações realizadas em campo por observação com os dados moleculares.  

 

6.2 Hipóteses 

O comportamento de dispersão por machos jovens em mamíferos é comum (REIS et al., 

2011), já as fêmeas usualmente exibem comportamentos filopátricos (REIS et al., 2011). 

Assim acreditamos que as fêmeas apresentam maiores valores de parentesco entre elas e, pela 

dispersão preferencial em machos, os valores de parentesco apresentados entre eles serão 

menores. Além disso, acreditamos que os valores médios de parentesco genético dos 

indivíduos de famílias conhecidas pelas observações ecológicas serão maiores que o valor 

encontrado para todos os indivíduos analisados. 

 

6.3 Material e métodos 

6.3.1 Área de estudo 

Durante os anos de 2012 a 2016 foram coletadas amostras de cachorro-do-mato e lobo-

guará, numa área de 12000 ha. A área se encontra localizada entre os municípios de Cumari 

(GO) e Araguari (MG), entre as coordenadas -18.320/-18.427 e -48.080/-48.180. A maior 

parte dela pertence a fazendas de gado, com 90% da extensão coberta por pasto (Brachiaria 

sp.) e o 10% restante por pequenos remanescentes de vegetação natural, como mata ciliar e 

cerrado sensu stricto.  

6.3.2 Obtenção das amostras  

Para a coleta de amostras do cachorro-do-mato e do lobo-guará foi estabelecida uma 

parceria com o Programa de Conservação Mamíferos do Cerrado (PCMC). O PCMC vem 

acompanhando os canídeos da área desde 2009 realizando coleta de dados ecológicos, 

biológicos e etológicos das espécies alvo deste estudo e da raposa-do-campo (Lycalopex 
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vetulus). O programa realiza capturas das espécies e coleta dados biométricos, amostras de 

sangue e biopsias para estudos de: parasitas, estresse, avaliação de conflitos com humanos e 

animais domésticos, assim como análises genéticas. 

Para as capturas dos cachorros-do-mato foram utilizadas armadilhas tipo TomahawkTM 

(Figura 6.1a), enquanto que para as dos lobos-guará foram desenhadas especialmente para a 

espécie armadilhas tipo gaiola de arame galvanizado e com portas de fechamento de 

guilhotina acionadas por uma plataforma (Figura 6.1b). 

As armadilhas foram distribuídas ao longo da área de estudo, utilizando dados de 

ocorrência dos indivíduos previamente coletados pelo PCMC, com armadilhas fotográficas e 

observações noturnas das espécies. No final da tarde os dois tipos de armadilhas eram abertos 

e iscados (com sardinha) e ao amanhecer checados. Com isso, pretendia-se aproveitar o pico 

de atividade das espécies, assim como evitar desidratação e/ou golpe de calor dos animais que 

fossem eventualmente capturados. 

 

Figura 6.1. (a) Cerdocyon thous capturado em armadilha TomahawkTM. (b) Chrysocyon brachyurus em 
armadilha desenhada para coleta da espécie. Os dois indivíduos aguardam a liberação após coleta de material 

de sangue. 

 

 

Para este estudo foram coletadas amostras de sangue em tubos Vaccutainer® com EDTA 

dos animais capturados. Além das amostras de sangue, também foram coletadas amostras de 

animais eventualmente atropelados em áreas próximas à estudada e amostras de fezes. Todas 

as amostras coletadas foram armazenadas a -20°C e se encontram no banco de tecidos do 

laboratório de Biodiversidade e Conservação. O local de captura ou de atropelamento foi 

georreferenciado utilizando um GPS. 

É necessário destacar que a coleta das amostras biológicas foi realizada por um veterinário, 

legalmente autorizado, especialista em animais silvestres, que priorizou a saúde do animal. 
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Assim mesmo, as coletas de animais atropelados encontram-se de acordo com os preceitos da 

Lei 11.794, de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, com as 

normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA), e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal 

de São Carlos (CEUA/UFSCAR) segundo o número UFSCAR CEUA 1165130815. Este 

projeto também foi autorizado pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

– SISBIO para transporte de amostras das duas espécies sobre o número 38613-3. 

 

6.3.3 Extração de DNA e amplificações  

O DNA total das amostras de sangue e de tecido foi extraído utilizando o protocolo de 

fenol-cloroformio descrito por Sambrook et al. (1989). A amostra de fezes foi extraída 

utilizando o Kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen) próprio para este tipo de amostras, 

seguindo as recomendações do fabricante. Após a extração, 11 loci microssatélites (2001, 

2004, 2006, 2010, 2018, 2054, 2088, 2132, 2137, 2140 e 2159) descritos, inicialmente, para 

cachorro-doméstico (FRANCISCO et al., 1996) foram utilizados para amplificação das duas 

espécies. Os primers heterólogos foram testados anteriormente em espécies de canídeos sul-

americanos mostrando resultados positivos (FONTOURA‐RODRIGUES et al., 2008), e 

previamente em estudos com as duas espécies de interesse (TCHAICKA, 2006; SALIM et 

al., 2007; LION et al., 2011; MANNISE et al., 2012; RAMALHO et al., 2014). 

Adicionalmente, os primers foram amplificados e sequenciados para confirmar sua 

especificidade e o motif. 

Para aumentar a eficiência das genotipagens foi utilizada uma cauda universal de 18 pares 

de bases (cauda M13), marcada com um fluoróforo, na região 5’ do forward de todos os 

primers, (SCHUELKE, 2000). Os produtos amplificados foram visualizados em gel de 

agarose 1% e genotipados no sequenciador automático ABI 3130 da Applied Biosystems. 

Para análises dos genótipos foi utilizado o software Geneious R8 (Biomatters Ltd.). 

As PCRs foram realizadas incluindo: 0,2 µM de dNTPs; 1X do buffer tris-KCl (Tris-HCl 

20 mM pH 8,4 e KCl 50mM); 2,5 mM de MgCl2 (50 mM, Invitogen); 0,2 pmol do primer 

Forward; 0,8 pmol do primer reverse e da fluorescência para marcar a cauda M13; 0,5 

unidade de Taq Polymerase Platinum (Invitrogen); 50 ng do DNA molde e água ultrapura 

(q.s.p) para volume final de 10 µL. Para amplificação das amostras de fezes foi utilizada uma 

unidade de Taq Polymerase Platinum (Invitrogen) e, adicionalmente, 0,25mg/mL de BSA 

(Bovine Serum Albumin). 
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A amplificação dos produtos foi iniciada com uma desnaturação a 94°C durante 1 minuto; 

seguida de 27 ciclos de amplificação a 94°C por 1 minuto, 58°C (59°C para o locus 2010 ou 

60°C para o locus 2132) por 45 segundos, 74°C por 1 minuto; e 8 ciclos para incorporação do 

fluoróforo à cauda M13 de 94°C durante 30 segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C a 45°C; 

e uma extensão final de 10 minutos a 72°C. As amplificações foram realizadas em 

termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems). 

 

6.3.4 Caracterização das populações 

Inicialmente foi avaliada a subestruturação populacional em cada uma das espécies 

estudadas. Para isso, foi utilizado o software STRUTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) 

e o software BAPS 6 (Bayesian Analysis of Population Structure) (CORANDER et al., 2008) 

que utilizam inferência bayesiana para estabelecer o número de populações às quais as 

amostras pertencem. Para as análises foram utilizados dois modelos; o de admixture que 

assume que os indivíduos podem ter origem em distintas populações, e o modelo que assume 

que as frequências alélicas estão correlacionadas, pois as populações divergiram de um 

ancestral comum. O número de populações dado pelo programa STRUCTURE foi verificado 

utilizando os métodos de Pritchard et al. (2000) e Evanno et al. (2005). 

Análises de componentes principais (PCA) também foram realizadas utilizando o 

programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2006) buscando resumir a diversidade 

genética das populações. 

6.3.5 Caracterização dos loci microssatélites 

A existência de desvios na frequência observada da combinação entre os alelos de um par 

de loci analisados foi avaliada para testar desequilíbrio de ligação no programa Genepop 4.6 

(RAYMOND E ROUSSET, 1995). Outro parâmetro que foi analisado, neste mesmo 

programa, foi o equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE). A correção sequencial de Bonferroni 

(BENJAMINI E YEKUTIELI, 2001) foi utilizada para corrigir os valores de p desta análise, 

pois o trabalho com microssatélites é uma análise multivariada. 

 O índice de endocruzamento FIS foi calculado no programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 

2001) para avaliar o desvio das frequências esperadas no HWE para os genótipos 

heterozigotos (TEMPLENTON, 2006), utilizando os valores de p larger (pL) quando 

encontrados valores para excesso de heterozigotos na população, e o P smaller (pS) quando 



121 

 

foi evidenciado déficit. Para verificar a presença de alelos nulos utilizamos o software Micro-

checker (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). 

Valores de diversidade genética também foram calculados utilizando a riqueza alélica (Ra) 

no software FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 2001), o número de alelos (Na), o número efetivo de 

alelos (Ae), e a heterozigosidade observada (Ho) e a esperada (He) para cada locus no 

programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2006). 

 

6.3.6 Análises de parentesco 

Para conhecer o poder de discriminação dos loci microssatélites utilizados foi calculada a 

probabilidade de identidade (PID), a probabilidade de identidade quando os indivíduos são 

relacionados (PID (Sib)) e a probabilidade de exclusão (PE) no software GenAlEx 6.5 

(PEAKALL E SMOUSE, 2006). A PID calcula a probabilidade de dois indivíduos não 

relacionados, tirados ao acaso dentro da população estudada, apresentarem o mesmo perfil 

multilocus (PAETKAU et al., 1995). O PE calcula a probabilidade de exclusão da paternidade 

em três situações diferentes: (i) quando se conhece os pais (PE1), (ii) quando falta o genótipo 

de um dos pais (PE2) e (iii) quando nenhum dos pais é conhecido (PE3).  Os valores totais 

para PI foram obtidos multiplicando os valores de cada locus, e a probabilidade combinada 

de exclusão foi calculada utilizando a formula proposta por Jamieson e Taylor (1997): 

 

P = 1– (1– Pଵ)(1– Pଶ)(1– Pଷ) · · · · (1– P୩) 

 

onde k é o número de loci utilizados. 

 

O valor de parentesco dos indivíduos foi calculado utilizando o software ML-relate 

(KALINOWSKI et al., 2006) utilizando estimadores de máxima verossimilhança (WAGNER 

et al. 2006). O valor de parentesco (r), uma medida que utiliza o número de alelos 

compartilhados sobre o valor total dos alelos, considerando a identidade por descendência 

entre os indivíduos (BLOUIN, 2003). No programa, a estimativa de parentesco é calculada 

utilizando a máxima verossimilhança e utiliza também uma correção para alelos nulos, 

comuns em estudos com microssatélites. Vários estudos apontam que as estimativas de 

máxima verossimilhança são mais precisas para calcular valores de parentesco quando 

comparadas com outros estimadores, como são os estimadores de momentum (MILLIGAN, 

2003; WAGNER et al., 2006; WANG, 2007; 2011). 
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O valor de parentesco foi utilizado para comparar os valores médios das famílias 

conhecidas pelas observações ecológicas versus o valor médio encontrado para a população 

em cada uma das espécies. Este valor também foi comparado considerando as distâncias 

geográficas e o sexo dos indivíduos para testar estrutura genético-espacial das duas espécies 

e possíveis limitações de dispersão ligadas ao sexo. 

 

6.4 Resultados e Discussão 

Foram analisadas 80 amostras de cachorro-do-mato, sendo 75 de animais capturados, 

quatro de animais que foram atropelados e mortos e uma amostra de fezes. Além disso, foram 

capturados 11 lobos-guará e um animal da espécie atropelado, somando um total de 12 

indivíduos para a área. O mapa mostra a localização onde os indivíduos foram capturados ou 

atropelados, dependendo o caso (Figura 6.2). 

 

Figura 6.2. Pontos de coleta das amostras no estado de Goiás (Brasil) para Cerdocyon thous e Chrysocyon 
brachyurus. 

Fonte: Elaborado pela autora  

 

Todas as amostras tiveram o DNA extraído e amplificadas para nove loci microssatélites 

(2001, 2004, 2010, 2018, 2054, 2088, 2132, 2137, 2040), com exceção de quatro amostras de 

cachorro-do-mato que amplificaram menos de seis loci microssatélites. As quatro amostras 
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foram excluídas das próximas análises por não amplificar 70% dos loci, como recomendado 

por Beja-Pereira et al. (2009). 

 

6.4.1 Estrutura populacional  

Os 80 indivíduos de cachorro-do-mato estudados pertencem à subespécie do clado sul 

(mais informações na seção 1 do capítulo 2). As análises bayesianas destes indivíduos no 

programa BAPS (CORANDER et al., 2008) revelaram que os indivíduos pertencem a um 

único cluster, entretanto as análises com o software STRUCTURE (PRITCHARD et al., 

2000) mostraram que estes pertencem a quatro clusters diferentes (Figura 6.3). Considerando 

que os cachorros-do-mato pertencem a uma única população, baseados nos resultados do 

BAPS e do capítulo 2, podemos assumir que esta estrutura representa uma subestruturação, 

que pode chegar a se tratar de grupos familiares, que são evidenciados ao aumentar a 

resolução e o poder estatístico das análises (CHENG et al., 2013), como ilustrado por Willems 

et al. (2012). 

 

Figura 6.3. Número de subpopulações encontradas na área de Goiás para Cerdocyon thous. O gráfico 
representa (a) o método de Pritchard et al. (2000) e (b) o método de Evanno et al. (2005). 

 

 

Entre as quatro subpopulações, a 1 e 3 mostraram uma variação maior e, aparentemente, 

estão formadas por indivíduos mais diferentes entre eles. No entanto, a subpopulação 2 e 4 

apresentaram um número menor de indivíduos e maior similaridade entre eles (Figura 6.4). 

Análises realizadas com valores diferentes de K (3 - 8) mostraram que os indivíduos das 

subpopulações 2 e 4 sempre se mantiveram agrupados, enquanto que os indivíduos das 

subpopulações 1 e da 3 se reagruparam ou se subdividiram, podendo chegar a mostrar que as 

subpopulações 2 e 4 podem ser considerados uma família. 
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É necessário considerar que análises agrupando os indivíduos por ano de coleta, sexo ou 

local de origem não mostraram nenhum tipo de agrupamento ou cluster, mostrando que os 

grupos obtidos não correspondem a este tipo de informação. 

 

Figura 6.4. Gráfico de barras obtido pelo (a) STRUCTURE com K=4, representado a subestruturação 
populacional de Cerdocyon thous. (b) Análises de componentes principais (PCA) das subpopulações 

encontradas. 

 

 

Ao contrário dos resultados para os cachorros-do-mato, ao analisar os indivíduos de lobo-

guará observamos que a maior probabilidade é para um K = 1 utilizando as análises bayesianas 

nos dois programas, ou seja, todos eles pertencem a uma única população não sendo possível 

detectar subestruturação familiar (Figura 6.5). 
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Figura 6.5. Gráfico de barras obtido pelo STRUCTURE com (a) K=2, (b) K=3 e (c) K=4 para Chrysocyon 
brachyurus. 

 

 

6.4.2 Diversidade populacional  

Dois valores mostraram significância para desequilíbrio de Hardy Weiberg no locus 2137 

(Tabela 6.1). O mesmo locus não mostrou valores significativos para os valores de FIS, 

mostrando que não há excesso ou déficit de heterozigotos. Entretanto, o locus não foi excluído 

das análises posteriores, pois acreditamos que o desvio encontrado seja devido ao efeito 

Wahlund (HARTL et al., 1997), uma vez que os indivíduos desta subpopulação 

(Subpopulação 1) mostraram mudar de agrupamento quando utilizados diferentes valores de 

K. 

De modo geral as subpopulações não apresentaram valores significativos para excesso ou 

déficit de heterozigotos pelo valor do FIS (Tabela 6.1), mostrando que geneticamente não há 

evidencias de endogamia ou exogamia dentro das subpopulações e/ou os indivíduos da área. 

Apesar dos valores de FIS não apresentarem significância para nenhuma das 

subpopulações, duas delas, a 2 e a 4, mostraram valores positivos maiores a 0,10 (Tabela 6.1). 

O valor pode estar refletindo a estruturação mais forte e as relações familiares mais fortes 

encontradas nela quando realizadas as análises bayesianas no programa STRUCTURE. 

Entretanto acreditamos que essa estruturação não será causadora de isolamento populacional, 

pois, aparentemente, não existem barreiras espaciais ou temporais para a espécie dentro da 

área estudada. 
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Tabela 6.1. Caracterização dos loci microssatélites das subpopulações de Cerdocyon thous da área de GO. 

Locus 2001 2004 2010 2018 2054 2088 2132 2137 2140 Média 
Subpopulação 1 

HWE 1,000 0,089 0,222 0,676 0,703 0,271 0,021 0,0001* 0,706 - 
FIS -0,090 -0,365 -0,031 0,372 0,040 -0,132 -0,043 -0,175 0,109 T=-0,008 

P(FIS) 0,500 0,031 0,516 0,001 0,462 0,194 0,493 0,223 0,281 0,463            
Subpopulação 2 

HWE 1,000 0,188 0,385 0,079 0,026 0,198 0,281 0,396 0,068 - 
FIS -0,110 -0,362 -0,361 0,055 -0,194 -0,307 -0,207 -0,067 0,305 T=-0,129 

P(FIS) 0,581 0,095 0,073 0,488 0,156 0,176 0,135 0,521 0,056 0,036 
Subpopulação 3 

HWE 0,003* 0,058 0,005 0.001* 0,799 0,029 0,223 0,0002* 0,766 - 
FIS 0,102 0,011 0,201 -0,022 -0,142 0,056 -0,119 0,076 0,462 T=0,063 

P(FIS) 0,250 0,521 0,021 0,481 0,025 0,358 0,114 0,257 0,0014 0,019 
Subpopulação 4 

HWE 0,047 1,000 0,451 0,792 0,315 0,047 0,929 1,000 0,501 - 
FIS 1,000 -0,216 -0,325 -0,096 -0,409 -0,143 -0,212 1,000 -0,006 T=-0,103 

P(FIS) 0,044 0,508 0,117 0,743 0,057 0,300 0,413 0,047 0,648 0,068 
*valores significativos após correção sequencial de Bonferroni. O valor de p para o FIS é: 0,00139. T=valor total 
para área. 

 

Os indivíduos de lobo-guará da área amostrada não mostraram valores significativos para 

desvio de Hardy Weiberg (Tabela 6.2), indicando que as frequências genotípicas se mantêm 

constantes entre as gerações. Do mesmo modo, é uma evidência de que os acasalamentos se 

produzem ao acaso. Está última afirmação é reforçada ao analisar os valores de FIS (Tabela 

6.2) que não mostraram significância estatística para endogamia ou exogamia genética. 

 

Tabela 6.2. Caracterização dos loci microssatélites dos indivíduos de Chrysocyon brachyurus da área de GO. 

 2001 2004 2010 2018 2054 2088 2132 2137 2140 Média 
HWE 0,559 0,023 0,444 0,874 0,833 0,624 0,832 1,000 0,072 - 

FIS 0,018 0,206 0,148 -0,253 -0,006 -0,128 -0,163 -0,136 0,12 T=-0,022 
P(FIS) 0,589 0,217 0,328 0,161 0,611 0,45 0,244 0,322 0,311 0,422 

*Valores significativos após correção sequencial de Bonferroni. O valor de p para o FIS é: 0,00556. T=valor total 
para área. 
 

Foram encontrados valores para desequilibro de ligação entre os pares 2010 e 2137 e o 

2132 e 2018 para os cachorros-do-mato. Adicionalmente, os loci 2137 e 2018 mostraram 

valores significativos para desvio de HWE em alguma subpopulação. Assim, as análises 

subsequentes foram realizadas sem eles para corrigir os dois desvios. Do mesmo modo, os 

pares 2132 e 2054, 2004 e 2008, e 2004 e 2018 para os lobos-guará mostraram valores 

significativos para desequilíbrio de ligação e, os loci 2054 e 2004 desequilibro de HWE. 

Assim, para esta espécie o locus 2054 foi excluído, pois mostrou valores menores para 

diversidade genética e o 2004, pois mostrou desequilíbrio de ligação com dois loci diferentes. 
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6.4.3 Distribuição espacial das relações de parentesco 

Os valores encontrados para probabilidade de identidade (PID= 5,54x10-7 cachorro-do-

mato e PID= 4,5x10-6 lobo-guará) e para a probabilidade de identidade quando os indivíduos 

são relacionados (PID (Sib) = 0,003 cachorro-do-mato e PID (Sib) = 0,005 lobo-guará) foram 

considerados satisfatórios para a identificação e individualização dos indivíduos de ambas as 

espécies. Valores de PI inferiores a 0,001 são considerados suficientes (PAETKAU et al., 

1998; WAITS et al., 2001) e demonstram que as análises foram conduzidas maneira 

confiável. 

Os valores de probabilidade de exclusão combinada (PCE), para todas as situações: quando 

se conhecem os pais (PE1), quando falta o genótipo de um dos pais (PE2) e quando nenhum 

dos pais é conhecido (PE3) mostraram valores relativamente altos (Tabela 6.3). o valor de 

PCE também mostrou valores satisfatórios, demonstrando que o painel de primers utilizado 

é útil, não só para estimativas de variabilidade genética e de estruturação das espécies de 

canídeos, como também para calcular as relações de parentesco entre os indivíduos das duas 

espécies. 

 

Tabela 6.3. Valores da probabilidade de exclusão (PE) por locus nas duas espécies. 

Cerdocyon thous Chrysocyon brachyurus 
Locus PE1 PE2 PE3 Locus PE1 PE2 PE3 
2001 2,3x10-1 1,1 x10-1 3,6 x10-1 2001 2,1 x10-1 8,3 x10-2 3,5 x10-1 
2004 4,5 x10-1 2,8 x10-1 6,4 x10-1 2010 3,3 x10-1 1,7 x10-1 5,1 x10-1 
2010 4,7 x10-1 2,9x10-1 6,6 x10-1 2018 3,3 x10-1 1,8 x10-1 4,9 x10-1 
2054 5,6 x10-1 3,8 x10-1 7,4 x10-1 2088 2,8 x10-1 1,6 x10-1 4,1 x10-1 
2088 3,5 x10-1 1,9 x10-1 5,3 x10-1 2132 5,7 x10-1 3,9 x10-1 7,7 x10-1 
2132 5,2 x10-1 3,4 x10-1 7,0 x10-1 2137 5,7 x10-1 3,9 x10-1 7,5 x10-1 
2140 7,0 x10-1 5,4 x10-1 8,7 x10-1 2140 5,1 x10-1 3,3 x10-1 7,1 x10-1 
PCE 0,9906 0,9303 0,9996  0,9770 0,8682 0,9984 

 

As análises de correlação realizadas entre as distâncias genéticas e as distâncias 

geográficas mostraram que existe correlação positiva entre as duas variáveis (Figura 6.6). 

Apesar dos valores serem pequenos para cachorro-do-mato (r2 = 0,0096), eles se mostraram 

significativos (p << 0,001), entretanto para os lobos-guará estes valores não mostraram 

significância (r2 = 0,0003; p = 0,88) (Figura 6.6). 
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Figura 6.6. Distância genética em função da distância geográfica para todos os indivíduos de (a) Cerdocyon 
thous e (b) Chrysocyon brachyurus amostrados em Goiás. 

 

 

As análises mostraram que os valores de correlação e de significância estatística se 

mantiveram ao excluir os indivíduos coletados em distancias inferiores a 15 km. Estes 

indivíduos foram excluídos devido a que não foram coletadas amostras em todas as distâncias 

geográficas.  

Ao analisar as correlações considerando o sexo dos indivíduos amostrados, foi observado 

que a disposição na área dos indivíduos, tanto dos machos como das fêmeas de cachorro-do-

mato, parece ser altamente influenciada pelas distâncias geográficas. Assim, indivíduos mais 

aparentados se localizam mais próximos do que aqueles que são menos relacionados, sem 

importar o sexo dos indivíduos (Figura 6.7). Os valores de correlação para ambos mostraram 

ser positivos (r2 = 0,025 para machos e r2 =0,033 para fêmeas) e altamente significativos 

(p<<0,01) para os dos sexos (Figura 6.7). 

O número baixo de indivíduos amostrados para o lobo-guará não permitiu realizar 

regressões lineares por sexo, pois acreditamos que o número de animais poderia interferir no 

poder estatístico das análises. No entanto, o número de lobos-guará que ocorrem na área não 

é muito diferente do número de animais capturados, principalmente, se é considerado que os 

animais da área são monitorados durante vários anos e que a grande maioria dos lobos-guará 

da área foram coletados. 
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Figura 6.7. Distância genética em função da distância geográfica para os indivíduos de Cerdocyon thous (a) 
machos e (b) fêmeas amostrados em Goiás com distâncias geográficas menores a 15 km. 

 

 

Os valores de FIS calculados para estabelecer se existe endogamia ou exogamia entre os 

indivíduos do mesmo sexo não mostraram valores altos positivos ou negativos e nenhum deles 

foi significativo, reafirmando que não há filopatria ou dispersão preferencial para nenhum dos 

sexos nas duas espécies estudadas (Tabela 6.4).  

 

Tabela 6.4. FIS por sexo para avaliar indícios de endogamia o exogamia na população. 

  2001 2004 2010 2140 2132 2054 2088 Todos 

Cerdocyon 
thous  

Machos 0,026 -0,183 0,101 -0,037 -0,107 -0,132 0,134 -0,036 
P(FIS) 0,493 0,021 0,150 0,350 0,168 0,075 0,093 0,132 
Fêmeas  0,163 0,121 -0,011 -0,061 0,069 0,048 0,019 0,043 
P(FIS) 0,139 0,125 0,532 0,268 0,239 0,346 0,532 0,104 

  2001 2010 2137 2140 2132 2088 2018 Todos 

Chrysocyon 
brachyurus  

Machos 0,125 0,354 -0,204 0,097 -0,126 -0,424 -0,228 -0,060 
P(FIS) 0,364 0,186 0,236 0,471 0,432 0,239 0,386 0,250 
Fêmeas  -0,200 -0,286 0,053 0,250 -0,263 0,200 -0,412 -0,091 
P(FIS) 0,839 0,539 0,600 0,418 0,468 0,468 0,343 0,307 

 

Na maioria de mamíferos são reportados padrões de dispersão assimétrica, onde os machos 

dispersam ao alcançar a maturidade sexual e as fêmeas apresentam comportamentos 

filopátricos (DOBSON, 1982; REIS et al., 2011). Além disso, para lobos-guará foram 
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reportadas fêmeas que mostraram comportamentos filopátricos durante a dispersão de 

juvenis, em um parque protegido da Bolívia (EMMONS et al., 2012), embora este 

comportamento não seja reportado em outras áreas de ocorrência da espécie (GAMBARINI 

E PAULA, 2013). 

Estudos sobre dispersão igualitária para machos e fêmeas foram apresentados para outras 

espécies de canídeos. Em cães-selvagens-africanos (Lycaon pictus), o número de machos e 

fêmeas que dispersam é similar (GIRMAN et al., 1997), mesmo que as distâncias percorridas 

pelos indivíduos de cada sexo sejam diferentes, sendo maiores para os machos (GIRMAN et 

al., 2001). No cachorro-vinagre (Speothos venaticus), a comparação dos valores de parentesco 

médio entre machos e fêmeas não mostraram diferenças significativas, sugerindo que não 

existe dispersão preferencial por parte de algum dos sexos (BARRAGÁN, 2015). 

Entretanto, em locais onde as densidades são altas ou onde as áreas circundantes estão 

altamente antropizadas os padrões de dispersão mostraram diferenças em relação ao esperado. 

Assim, Kamler et al. (2013) num estudo realizado com telemetria e marcadores genéticos 

reportaram que indivíduos da raposa-orelhas-de-morcego (Otocyon megalotis) mostraram 

maiores distâncias de dispersão para fêmeas, quando se esperava um padrão de dispersão 

maior para machos. Do mesmo modo, o lince-euroasiático (Lynx lynx) apresenta dispersão 

preferencial em machos, no entanto, foi observado que numa área altamente modificada os 

machos da espécie tentavam migrar, mas regressavam à sua área natal, pois nas áreas 

circundantes não haviam recursos suficientes para seu estabelecimento (ZIMMERMANN et 

al., 2007). 

Assim, podemos concluir que a os indivíduos de cachorro-do-mato e lobo-guará são 

fortemente influenciados pela distância geográfica, como já tinha sido reportado para ambas 

as espécies, por Tchaicka (2006) para o cachorro-do-mato e por Prates (2008) para o lobo-

guará. Entretanto, nenhuma das espécies apresenta filopatria ou dispersão preferencial para 

nenhum dos sexos, mas este comportamento pode estar influenciado pela alteração da 

paisagem circundante e pela fragmentação encontrada nesta área. 

 

6.4.4 Relações de parentesco dentro das subpopulações de Cerdocyon thous 

Ao analisar as relações de parentesco dos indivíduos de cachorros-do-mato dentro das 

subpopulações encontradas nas análises populacionais (Figura 6.4), foram encontrados 

valores altos entre todos os indivíduos analisados. Entretanto esses valores foram maiores 

dentro das subpopulações 2 e 4. Assim, é possível concluir que apesar da existência da 
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subestruturação, também existem valores de relações altos entre indivíduos que não 

pertencem a elas, sugerindo que na área estudada essas não se encontram separadas ou 

isoladas, e que existe fluxo de indivíduos entre elas e, consequentemente, fluxo gênico (Figura 

6.8). Considerando o comportamento e o sistema de acasalamento monogâmico da espécie, 

esperávamos que a maioria dos indivíduos amostrados pertencesse a famílias. Assim como, 

se esperava encontrar indivíduos com baixa ou nenhuma relação de parentesco, que seriam 

aqueles que estariam chegando à população. 

Figura 6.8. Relações de parentesco entre todos os indivíduos de Cerdocyon thous da área de Goiás. As cores 
escuras indicam relações de parentesco maiores, ou seja, animais mais relacionados, e as claras menores 

relações. As cores dos quadrados correspondem às utilizadas para representar as subpopulações encontradas 
nas análises populacionais. 

 

 

Ao analisar os dados genéticos considerando as informações ecológicas obtidas pelo 

PCMC foi possível evidenciar que a subpopulação 2, identificada somente com os dados 
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genéticos, corresponde a uma família que tem sido amplamente monitorada pelo programa. 

O valor de parentesco médio desta família alcança valores consideravelmente maiores (r  = 

0,4249) quando comparados com a população total (r  = 0,0994). Do mesmo modo, quando 

analisado o valor médio para a subpopulação 4 encontramos que este é de r  = 0,5183. Isto 

permite concluir que os dados genéticos correspondem aos dados ecológicos e que as 

informações genéticas obtidas da área contribuem ao melhor entendimento da espécie. 

Acreditamos que o fato da família 2 ter sido acompanhada mais de perto e possuir uma 

maior quantidade de informações ecológicas e biológicas, reflete na quantidade de material 

biológico da família, da facilidade para sua obtenção e, consequentemente, nos resultados da 

estrutura genético-populacional mais definida. Também é possível que os indivíduos dessa 

família mantenham um maior domínio do território na área. 

Dentro das outras duas subpopulações encontramos valores médios de relação de 

parentesco maiores ao encontrado na população, mas muito menores aos encontrados dentro 

das duas subpopulações enunciadas anteriormente (subpopulação 1 r  = 0,1979; 

subpopulação 4 r  = 0,1703). Isto confirma que as relações entre as subpopulações 2 e 4 são 

muito mais fortes que as encontradas nas subpopulações 1 e 4. 

 

6.4.5 Relações de parentesco dos indivíduos de Chrysocyon brachyurus 

Os doze indivíduos de lobos-guará pertenceram a duas famílias, com exceção de dois 

indivíduos que mostraram valores de parentesco de zero, indicando ser não relacionados, pois 

não compartilham alelos por descendência com nenhum dos indivíduos analisados. 

As informações genéticas correspondem às observações realizadas em campo pelo PCMC. 

Os valores meios de parentesco são maiores dentro das famílias detectadas (r  = 0,6360 e r 

 = 0,6644) que para o total da população estudada (r  = 0,2458). 

Os valores médios entre as duas famílias identificadas são consideravelmente mais altos 

que os encontrados para toda a população de lobos-guará da área estudada, como é esperado. 

Ao calcular o valor médio entre os indivíduos não relacionados encontramos que é muito 

menor que o valor médio para todos os indivíduos encontrados (r  = 0,0119), mostrando que 

estes indivíduos podem vir de outras áreas. A capacidade de deslocamento da espécie permite 

o movimento de animais entre áreas distantes, aumentando assim a variabilidade genética e 

evitando a endogamia, como tem sido observado com os valores altos de heterozigosidade e 

FIS (Tabela 6.2). 
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É importante destacar que na área de Goiás um indivíduo de lobo-guará apresenta o maior 

e o menor alelo para o locus 2132, e que estes dois alelos são privados e exclusivos de uma 

família da área. Os dois alelos pertencem a uma fêmea identificada durante as observações de 

campo como mãe de uma ninhada, e a seus filhotes. Este dado é um claro exemplo de como 

os alelos são transmitidos de geração em geração e como estes, eventualmente, pode se 

espalhar pela população. A probabilidade de que dois alelos diferentes tenham surgido na área 

de Goiás é baixa, levando a pensar que estes alelos podem ter vindo de populações localizadas 

geograficamente mais ao norte ou ao leste da população estudada. Ressaltamos que estes 

alelos não foram encontrados em nenhuma das populações estudadas nos capítulos anteriores. 

O valor médio encontrado para os cachorros-do-mato (r  = 0,0994) foi muito menor que 

o encontrado para os lobos-guará (r  = 0,2458), isto pode ser devido ao número de animais 

coletados em cada uma das áreas e ao comportamento que as duas espécies apresentam. 

Também acreditamos que o comportamento dos lobos guará pode aumentar os valores médios 

de parentesco, uma vez que os animais aparentados se encontram em áreas próximas, como 

foi observado nas análises de distribuição espacial, mesmo que o lobo-guará apresente um 

comportamento solitário. 

 

6.5 Conclusões  

Os indivíduos de cachorro-do-mato e lobo-guará são fortemente influenciados pela 

distância geográfica chegando a apresentar isolamento por distância entre os indivíduos das 

espécies. 

Não existe evidencia de filopatria ou dispersão preferencial para nenhum dos sexos em 

nenhuma das espécies, mas esse padrão encontrado pode estar sendo influenciado pela 

fragmentação e alteração da paisagem circundante, reduzindo o sucesso de deslocamento da 

espécie. 

As observações ecológicas e biológicas realizadas em campo puderam ser corroboradas 

com as análises genéticas mostrando correspondência entre as duas análises. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Todos os estudos realizados utilizando amostras não invasivas precisam começar pela 

confirmação da espécie para evitar inferências e conclusões erradas sobre as espécies, e 

aumentar assim a confiança nos resultados. Do mesmo modo, as confirmações tornam-se 

indispensáveis quando se trabalha com amostras de animais atropelados, ou com indivíduos 

que perdem as características taxonômicas diágnosticas. A confirmação molecular tem 

mostrado ser uma ferramenta útil e eficiente em ambos os casos. 

O número de amostras encontradas, principalmente nas unidades de conservação, é uma 

evidência de que a abordagem não invasiva junto com as análises moleculares permitem 

realizar estudos com espécies de difícil visualização ou manipulação e que, além disso, com 

esta metodologia é possível reunir uma grande quantidade de informações ecológicas e 

biológicas das espécies. 

Os dados desse trabalho são mais uma evidência de que qualquer remanescente, protegido 

e não protegido, torna-se importante para conservação da biodiversidade, principalmente em 

áreas fortemente antropizadas, e da necessidade e importância de interligar esses fragmentos. 

A criação de corredores ecológicos ajudaria à conservação do lobo-guará, assim como 

também de outras espécies generalistas, com poucas necessidades ecológicas e tolerantes às 

mudanças da paisagem. Protegendo essas áreas e mantendo o fluxo das espécies generalistas 

também se conservam aquelas que são sensíveis, e podem ser mais afetadas devido à quebra 

de conectividade. 

Áreas que são mais permeáveis apresentam uma maior quantidade de recursos para as 

espécies, permitem um melhor deslocamento dos indivíduos na paisagem e apresentam 

populações mais saudáveis geneticamente. Nosso caso, as áreas estudadas nos estados de 

Goiás e Mato Grosso do Sul apresentam essas características e são melhores para as espécies 

quando comparado com a área de São Paulo que é uma área em que as intervenções antrópicas 

causaram um maior impacto. 

Acreditamos que a área estudada de Goiás é importante para a conservação das espécies, 

pois pode ser um local de contato onde pode existir intercâmbio de alelos entre as áreas 

localizadas mais ao Sul e ao Sudeste com áreas do Norte e do Leste do país. Caso a área não 

seja uma área de contato, ela continua sendo importante para conservação, pois nela foram 

encontrados valores maiores de diversidade e além disso, porque sua localização permite que 

os alelos privados e raros se propaguem nas populações do Sudeste do Brasil. 
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Durante as amostragens observamos a presença de outras espécies que convivem em 

simpatria com as espécies estudadas. Dentre as espécies identificadas molecularmente 

podemos citar a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), procionidos e felinos. Isto é mais uma 

evidencia da importância de fragmentos de área natural em paisagens altamente modificadas 

e de áreas utilizadas de maneira sustentável para a conservação das espécies e dos biomas.  

A convivência com outras espécies de carnívoros e de canídeos indica que a separação 

temporal e de nicho entre as espécies simpátricas é aparentemente mais importante que a 

segregação espacial, como foi descrito anteriormente por Sunarto et al. (2015). Entretanto, é 

importante destacar que também foram identificadas amostras de cachorro-doméstico (Canis 

familiaris) que mostram a facilidade de contato entre espécies domésticas e silvestres, 

aumentado a preocupação por problemas como transmissão de doenças, concorrência por 

recursos e/ou até mesmo conflitos entre espécies. 

O número de animais atropelados e o número de alelos perdidos pelos atropelamentos são 

um problema importante para as espécies, pois com cada indivíduo perdido há uma grande 

perda na variabilidade genética, principalmente quando os animais atropelados apresentam 

alelos raros ou privados. Acreditamos que em áreas onde o número de indivíduos atropelados 

seja muito alto os efeitos genéticos podem incrementar-se e conduzir ao isolamento 

populacional, principalmente para os lobos-guará que apresentam números populacionais 

menores. 
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