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RESUMO

Euphractus sexcinctus é uma espécie de tatu endémica do continente Sul Americano, que
apresenta ampla distribuicdo geografica e ocorre em todos os biomas brasileiros. Embora seja
generalista, com certa tolerancia as alteracGes ambientais, a espécie é muito ameagada por
pressdes antrdpicas, principalmente pelos atropelamentos. Diante disso, o presente estudo teve
como objetivo geral disponibilizar informagdes genéticas para a espécie, aumentando assim a
compreensdo sobre a distribuicdo de sua diversidade genética e sua estrutura genética
populacional. Para acessar a diversidade genética da espécie, seu genoma completo foi
sequenciado por sequenciamento de proxima geracdo. A partir dos dados do sequenciamento, o
genoma mitocondrial completo da espécie foi montado. O mitogenoma foi considerado em nivel
de subespécie: Euphractus sexcinctus flavimanus. Além do mitogenoma, foram desenvolvidos
marcadores nucleares do tipo microssatélites, os quais foram utilizados para avaliar a distribuicdo
da diversidade genética da espécie em areas de Cerrado e Pantanal. Foram utilizados marcadores
moleculares para a identificacdo do sexo dos animais, j& que o género dos mesmos nédo foi
identificado durante as coletas. A possibilidade de realizar a sexagem molecular em tatus pode
ser particularmente Util quando se estuda carcacas. Os dados obtidos para 0 genoma mitocondrial
de E. s. flavimanus evidenciaram diferencas, principalmente na regido controle (D-loop), em
relacdo ao genoma mitocondrial de E. sexcinctus recentemente sequenciado. Quanto aos indices
de diversidade genética, foram observados valores altos para a espécie em todas as areas
amostradas, o que é esperado para espécies ndo ameagadas. As analises bayesianas e a
AMOVA evidenciaram uma populacdo panmitica de E. sexcinctus em parte do Mato
Grosso do Sul, incluindo areas de Cerrado e Pantanal. Tal fato ndo deve desencorajar,
entretanto, medidas de conservacao para a espécie, ja que a analise de correspondéncia
fatorial evidenciou que individuos de algumas areas quase ndo se sobrepdem. Além disso,
0s valores de Fsr indicaram uma significativa, mas muito baixa, estruturacao entre individuos do
Cerrado e do Pantanal. A sexagem molecular indicou que machos sdo mais atropelados do que
fémeas em dois grandes trechos da BR262/MS. Foram encontrados diversos hotsposts de
atropelamentos. Esses dados sdo Uteis para tomada de medidas mitigadoras. No entanto,
dados mais detalhados sobre a paisagem do entorno tornam-se necessarios para o melhor
entendimento da distribuicdo dos atropelamentos nas rodovias amostradas e da ecologia

dessa espécie de tatu.

Palavras-chave: Euphractus sexcinctus flavimanus; atropelamentos; genoma

mitocondrial; microssatélites.



ABSTRACT

Euphractus sexcinctus is a species of armadillo endemic to the South American continent, that
has wide distribution and occurs in all Brazilian biomes. Although generalist, with some tolerance
to environmental changes, the species is very threatened by anthropogenic pressures, mainly by
roadkill. Therefore, this study aimed to provide genetic information for the species, increasing the
understanding of the distribution of genetic diversity and its population genetic structure. To
access the genetic diversity of the species, its complete genome was sequenced by next generation
sequencing. From the sequencing data, the complete mitochondrial genome was assembled. The
mitogenoma was considered as subspecies level: Euphractus sexcinctus flavimanus. Besides
mitogenoma nuclear microsatellites markers were developed. These microsatellites were used to
evaluate the distribution of genetic diversity of the species in areas of Cerrado and Pantanal.
Molecular markers were used to identify the sex of the animals, since this identification was not
performed during collection. The possibility of molecular sexing in armadillos can be useful,
especially when studying carcasses. The data for mitochondrial genome of E. s. flavimanus
showed differences, mainly in the control region (D-loop) in comparison to the mitochondrial
genome of E. sexcinctus recently sequenced. Regarding the genetic diversity rates, high values
were observed for the species in all sampled areas, which is expected to not endangered species.
The Bayesian analysis and the molecular variance (AMOVA) analysis exposed a panmitic
population of E. sexcinctus in part of the Mato Grosso do Sul, including areas of Cerrado and
Pantanal. This fact should not discourage, however, conservation measures for the species, as
thought he factorial correspondence analysis (FCA) showed that individuals in some areas barely
overlap. In addition, the Fsr calculations indicated a significant, but very low, structuraction
between individuals of cerrado and Pantanal. Molecular sexing showed males are more run dwon
than females in two large sampled portions of the BR262. Data on roadkill showed several
hotsposts roadkill. This data is useful for taking mitigating measures. However, more detailed
data about the surrounding landscape become necessary to better understand the distribution of

roadkill on highways sampled and ecology of this species of armadillo.

Keywords: Euphractus sexcinctus flavimanus; roadkill; mitochondrial genome;

microsatellites.
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forma:

APRESENTACAO DA TESE

A presente tese foi dividida em quatro capitulos. Estes foram divididos da seguinte

Capitulo 1: Introducdo. No primeiro capitulo foi realizada uma introducéo geral
sobre a problematica abordada na tese, sua espécie de estudo, premissas e

objetivos.

Capitulo 2: Caracterizacdo do genoma mitocondrial completo de Euphractus
sexcinctus flavimanus (Desmarest, 1804). Este capitulo aborda a montagem e
caracterizacdo do mitogenoma de E. s. flavimanus a partir de dados de

sequenciamento de nova geragéao.

Capitulo 3: Distribuicdo da diversidade genética e estrutura genética
populacional de Euphractus sexcinctus em areas de Cerrado e Pantanal. O terceiro
capitulo faz uma analise da distribuicdo da diversidade genética de E. sexcinctus

utilizando marcadores microssatélites.

Capitulo 4: Distribuicdo dos atropelamentos de Euphractus sexcinctus em
rodovias do Mato Grosso do Sul: uma avaliacdo da mortandade de machos e
fémeas. O Gltimo capitulo faz um levantamento do nimero de fémeas e machos
atropelados, e identifica os principais hotspots de atropelamentos nas rodovias

amostradas.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

15
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1.1. INTRODUCAO

A RELACAO ENTRE OS TATUS E OS SERES HUMANOS: IMPLICACOES PARA

A CONSERVACAO

Na América do Sul, a relacdo entre tatus e seres humanos tem sido observada desde
as civilizagcOes pré-hispanicas. Tal relagdo ndo se limita ao uso desses animais como fonte
de alimento, mas também como fonte de inspiracdo para o desenvolvimento de artefatos,
e como simbolos em suas crencas. Os Maias, por exemplo, os utilizavam na alimentacéo,
e também se inspiravam nesses animais para a elaboracdo de formas e texturas de
ceramicas e de outros objetos. Os Astecas, criavam instrumentos musicais usando suas
carapagas e, para eles, os tatus tinham um grande significado mistico (TRUJILLO;
SUPERINA, 2013).

Atualmente, os tatus ainda s&o utilizados como fonte alimentar, para fins medicinais,
e também para fins misticos-religiosos, principalmente por comunidades indigenas e
rurais (SANTOS et al., 2009; TELES; RODRIGUES; TELES, 2013).

Embora os aspectos culturais devam ser considerados, do ponto de vista da
conservagdo, a relagdo entre a fauna e os seres humanos pode representar uma ameaca
para as espécies. A caca, por exemplo, tem sido intensificada pelo avan¢o das populacdes
humanas sobre as areas naturais (AZEVEDO et al., 2015; TROMBULAK e FRISSELL,
2000), e para os tatus, constitui uma ameaca importante, ja que esses animais estdo entre
0s mais cacados do Brasil (DANTAS-AGUIAR et al., 2011; BONAUDO et al. 2005;
AZEVEDO et al., 2015).

Os atropelamentos também representam uma ameaga importante para os tatus.
Caracteristicas como o deslocamento lento e a visao pobre, podem propiciar 0s impactos
com veiculos (HELLS; BUCHWALD, 2001; (FORMAN; ALEXANDER, 1998);
FORMAN et al., 2003). Além disso, espécies com alimentacdo generalista como o tatu-
peba, podem se tornar ainda mais susceptiveis aos atropelamentos, ja que espécies
onivoras muitas vezes sao atraidas para as estradas pelo lixo e pela carniga encontrados
préximos a elas (BENNETT, 1991).
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Mesmo diante de todas as ameacas descritas, das 11 espécies de tatus existentes no
Brasil (NOWAK, 1999), apenas duas estdo listadas na categoria Vulneravel pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature): Tolypeutes tricinctus e Priodontes
maximus. As espécies T. matacus e Dasypus hybridus estdo na categoria Quase
Ameacada, e as demais na categoria Pouco Preocupante, incluindo a espécie de estudo
E. sexcinctus. A classificacdo das espécies como Pouco Preocupante, no entanto, ndo
deve desencorajar estudos sobre elas, uma vez que essas espécies também sofrem

crescentes pressdes antropicas, as quais precisam ser avaliadas.

CONSEQUENCIAS GENETICAS DAS ALTERACOES AMBIENTAIS

A biodiversidade deve ser preservada em todos 0s seus niveis, inclusive a nivel da
diversidade de genes (MCNEELY et al., 1990), pois é a diversidade genética que
promove a capacidade de adaptacdo das espéecies diante de alteracbes ambientais
(FRANKHAM, 2002).

Manter a diversidade genética das popula¢cfes naturais, no entanto, representa um
grande desafio diante da atual degradacdo e fragmentacdo de habitats. Estes processos
promovem a reducdo populacional de muitas espécies e populacdes reduzidas tornam-se
mais susceptiveis aos efeitos deletérios da deriva genética. A deriva genética é a principal
causa de perda de diversidade genética e é caracterizada pela variacdo aleatdria das
frequéncias alélicas ao longo das geracdes, o que pode provocar a eliminacao ou fixacdo
casual de um alelo, independentemente de seu coeficiente seletivo (ALLENDORF;
LUIKART, 2007).

A reducéo do tamanho populacional também pode promover a depressao endogamica.
Em populagdes pequenas a probabilidade de individuos aparentados se acasalarem
aumenta, o que pode promover a alteracdo das frequéncias genotipicas da populacéo.
Neste caso, ocorre 0 aumento numero de individuos homozigotos em detrimento dos
heterozigotos, inclusive o de homozigotos para alelos deletérios. Essa alteragdo
genotipica pode levar a diminuic¢éo dos valores fenotipicos médios dos caracteres ligados
a capacidade reprodutiva ou a eficiéncia fisiologica (FALCONER; MACKAY, 1996).
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Para amenizar os efeitos da deriva genética e do endocruzamento é preciso, portanto,
que ocorra o fluxo génico entre as populacdes, evitando assim a estruturagdo populacional
(SEOANE et al., 2000).

DIVERSIDADE GENETICA E O GENOMA MITOCONDRIAL

H& tempos os marcadores mitocondriais tém sido utilizados em estudos
populacionais, filogeograficos e filogenéticos (AVISE et al., 1987; AVISE,1994;
SPRINGER et al., 1997; HUCHON et al., 1999; DELSUC et al., 2003;). Atualmente, o
sequenciamento de nova geracao tem propiciado a utilizacdo de genomas mitocondriais
completos em estudos de filogenia (MORIN et al. 2010; GIBB et al., 2015). A
disponibilizacdo destes mitogenomas, por sua vez, possibilita o desenvolvimento de

inimeros marcadores moleculares, os quais poderdo ser utilizados em diferentes estudos.

A ampla utilizagdo do DNA mitocondrial (MtDNA) se deve a inUmeras
caracteristicas, dentre as quais o tamanho reduzido, a organizacdo génica conservada, a
heranca exclusivamente materna, a auséncia de recombinacéo, a ocorréncia de inimeras
copias em uma unica célula, e as taxas de mutacdo maiores do que as do genoma nuclear
(AVISE, 1994; CUROLE; KOCHER, 1999).

O DNA mitocondrial (mtDNA) das células animais é uma molécula de fita dupla,
circular (com raras excecdes), com 15 a 20 Kb. E um genoma compacto, ja que nio
apresenta introns, e a presenca de nucleotideos entre 0s genes é pequena ou ausente
(ANDERSON et al., 1981). A sobreposicdo entre genes reforca essa caracteristica, e pode
ser observada entre 0s genes atp8 e 0 atp6 e entre o nad4 o nad4L (CLAYTON, 1991;
WOLSTENHOLME, 1992) (Figura 1.1).

O mtDNA animal possui 37 genes: 13 genes codificadores de proteinas, 22 para RNA
transportadores (tRNA) e dois para as subunidades ribossémicas (rRNA). Ha ainda uma
regido ndo codificadora, a regido controle (D-loop), relacionada com a sua origem de
replicacéo e transcrigéo (Figural.l).

Os genes mitocondriais codificadores de proteinas codificam apenas parte dos
produtos necessarios para o funcionamento das mitocondrias, e estdo relacionados com a
respiracdo celular (ALBERTS et al., 2004). Esses genes apresentam codons de iniciagdo
e de terminacdo que podem diferir daqueles observados para o0 genoma nuclear. Em

alguns casos, 0s codons de terminacdo podem ser incompletos, e sdo gerados
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posteriormente a transcricdo pela poli-adenilacdo dos mRNAs (BOBROWICZ et al.,
2008).

Quanto as mutacdes, considera-se que aquelas que ocorrem na terceira base de um
cédon sdo neutras, uma vez que raramente promovem a alteracdo do aminoacido
codificado (ALBERTS et al., 2004). Embora ndo alterem o amino&cido codificado, para

Garesse (1988) a mutacéo na terceira base altera a eficiéncia da traducéo.

Figura 1.1. DNA mitocondrial em humanos. Genes codificadores das subunidades do complexo
I (ND1, ND6, ND4 e ND4L) em azul; citocromo ¢ oxidase (COIl, COll e COIlll) em vermelho;
citocromo b do complexo 111 em verde; e subunidades da ATP sintase (ATPase 6 e 8) em amarelo.
RNAs ribossomais (rRNA 12S e rRNA 16S) em roxo. Os 22 tRNAs em preto. Regi&o controle
(D-loop) em branco. On origem de replicacdo da fita pesada; O. — origem de replicacdo da fita
leve. Fonte: CHIAL; CRAIG (2008)

12S
MBNA g D-loop

Os tRNA sdo moléculas pequenas, com aproximadamente 80 nucleotideos, que

tipicamente formam uma estrutura em forma de trevo em mamiferos. No entanto, alguns
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organismos podem apresentar estruturas atipicas para determinados tRNAs, como
acontece com a espécie de tatu, conhecida como tatu-galinha, Dasypus novemcinctus
(ARNASON et al., 1997) (Figura 1.2).

Hé& duas origens de replicacdo no mtDNA. Na fita H a origem de replicagdo encontra-
se dentro do D-loop (On), enquanto a origem de replicacdo da fita L encontra-se entre
tRNAs (Or), geralmente entre o tRNA-Asn e o tRNA-Cys (CLAYTON, 1991,
ARNASON et al., 1997).

Os rRNA codificados pelo genoma mitocondrial codificam para a subunidade maior
dos ribossomos, o 16S, e para a subunidade menor dos ribossomos, o 12S
(WOLSTENHOLME, 1992). Esses genes apresentam estrutura conservada, sendo muito
utilizados em estudos filogenéticos (PRAMUK et al., 2001; DELSUC et al., 2003).

Figura 1.2. Estrutura secundaria atipica do tRNA-Cys da espécie de tatu Dasypus novemcinctus
(a) e estrutura tipica de tRNA®* para mamifero, no caso, de uma vaca (b).
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Fonte: Arnason et al. (1997).

A regido controle é a principal regido ndo codificante do genoma mitocondrial, e é
responsavel pela maior parte da variacdo de tamanho desse genoma dentro da espécie
(ANDERSON et al., 1981). Embora ndo seja codificadora, a regido controle exerce
funcdo importante nesse genoma, ja que esta relacionada com a regulacéo da transcricéo
e da replicagdo do mtDNA (CLAYTON, 1991).
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OS MICROSSATELITES COMO FERRAMENTAS PARA ESTUDOS

POPULACIONAIS

Os microssatélites, também chamados de Sequéncias Simples Repetidas (SSR —
Simple Sequence Repeats) (LITT; LUTY, 1989), sdo marcadores moleculares
amplamente utilizados para avaliar a diversidade genética e a estrutura genética
populacional das espécies em estudos de conservacdo (BALLOUX; MOULIN, 2002;
SELKOE; TOONEN, 2006).

Esses marcadores sdo constituidos por sequéncias repetidas em tandem, que
variam de um a seis pares de bases, segundo Chambers e MacAvoy (2000) e de dois a
seis pares de bases segundo Li et al. (2002). Sdo marcadores codominantes, com elevado
conteddo de polimorfismo, que revelam variacdo de comprimento entre os alelos
(PARKER et al., 1998; SUNNUCKS, 2000). Esse polimorfismo alto esta envolvido com
suas taxas mutacionais altas e permite avaliar a distribuicdo da diversidade genética e a

estrutura populacional em diferentes escalas.

A metodologia de utilizacdo dos microssatélites baseia-se na amplificagdo por
PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) das sequéncias simples repetidas utilizando um
par de primers de sequéncias complementares aquelas que as flanqueiam. O
desenvolvimento e isolamento dos locos microssatélites para a constru¢do dos primers,
no entanto, podem representar uma limitacdo ao uso desses marcadores (ZANE et al.,
2002), o que vem melhorando com o desenvolvimento de novas tecnologias, como o

sequenciamento de nova geracao.

Uma alternativa para os estudos com microssatélites quando ndo ha primers
desenvolvidos para a espécie, é utilizacdo de primers heter6logos, os quais sdo
desenvolvidos para locos de determinada espécie, mas que podem funcionar
adequadamente em espécies filogeneticamente proximas. Em alguns casos, entretanto, o
uso de primers heterologos pode levar a uma redugdo no nimero de locos polimorficos e
a presenca de alelos nulos (DAKIN; AVISE, 2004).

Por fim, os microssatélites sdo considerados bons marcadores moleculares por
apresentarem taxas mutacionais altas e consequente polimorfismo alto por serem, em sua

maioria, marcadores neutros e de facil analise.
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1.2. A ESPECIE DE ESTUDO: Euphractus sexcinctus (Linnaeus, 1758)

A espécie E. sexcinctus é popularmente conhecida como tatu-peba ou tatu-peludo, e
assim como os demais tatus, pertence a Superordem Xenartha, Ordem Cingulata, familia
Dasypodidae (Figura 1.3). Unica espécie representante do género, apresenta cinco
subespécies: E. s. boliviae (Thomas, 1907), E. s. flavimanus (Desmarest, 1804), E. s.
setosus (Wied-Neuwied, 1826), E. s. sexcinctus (Linnaeus, 1758) e E. s. tucumanus
(Thomas, 1907) (CABRERA, 1958; WETZEL, 1982; YEPES apud REDFORD;
WETZEL, 1985). Destas, trés ocorrem no Brasil: E. s. flavimanus, a partir do Mato
Grosso até o leste do Paraguai, nordeste da Argentina e Uruguai; E. s. setosus, no extremo
sudeste; e E. s. sexcinctus no Suriname e no norte do Brasil (REDFORD; WETZEL,
1985; GARDNER, 2007).

Endémico da América do Sul, o tatu-peba apresenta ampla distribuicdo geografica
(Figura 1.2), ocorrendo em todos os biomas brasileiros (REDFORD; WETZEL, 1985;
WETZEL, 1985; SILVA JUNIOR et al., 2001; SILVA JUNIOR; NUNES, 2001;
BONATO, 2002). Habita areas de vegetacdo aberta e bordas de florestas; podem ocorrer
em areas alteradas (EISENBERG; REDFORD, 1999). No Cerrado paulista, E. sexcinctus
foi encontrado com mais frequéncia na fitofisonomia Campo Sujo, mas nédo foi observado
uso preferencial do habitat para a espécie (BONATO et al., 2008). No entanto, em uma
regido da Nhecolandia, no Pantanal do Mato Grosso do Sul, foi observado a utilizacdo
preferencial de fitofisionomias mais fechadas pelos tatus-peba (Medri, 2008). Nesse
estudo, esses animais utilizaram com menos frequéncia as fitofisionomias de campo

umido e campo cerrado.

Os dados sobre a area de vida da espécie podem ser subestimados, mas apontam
maiores valores de area de vida para os machos (ENCARNACAO, 1987; MEDRI, 2008).
Utilizando métodos semelhantes, estudos sobre a area de vida da espécie forneceram
valores discrepantes. Os valores médios da area de vida dos tatus-peba na Serra da
Canastra-MG foi de 268,06 ha para machos adultos e de 62,76 ha para fémeas adultas
(ENCARNACAO, 1987). No Pantanal da Nhecolandia-MS os valores encontrados foram
29,22 ha para machos adultos e 7,15 ha para fémeas adultas (MEDRI, 2008).

Adultos de E. sexcinctus podem medir mais de 40 cm e pesar mais de 6 kg
(REDFORD; WETZEL, 1985). Em um estudo realizado no Pantanal da Nhecolandia
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utilizando espécimes vivos, ndo foram encontradas diferencas significativas nem no
tamanho, nem no peso entre machos e fémeas (MEDRI, 2008). A carapaca pardo-
amarelada, esparsamente coberta por pelos esbranquicados, apresenta de 6 a 8 cintas
moéveis (REDFORD; WETZEL, 1985).

Sobre a atividade da espécie, enquanto Redford e Wetzel (1985) relatam que, ao
contrario da maioria dos tatus, a espécie apresenta atividade predominantemente diurna,
Bonato et al. (2008) encontraram atividade predominante noturna em uma area de
Cerrado do estado de S&o Paulo. Embora o periodo de atividade tenha sido
preferencialmente noturna nesse estudo, os autores também observaram atividade da
espécie durante o dia. Esses autores ndo observaram mudancas do padréo de atividades

da espécie em diferentes esta¢bes do ano.

S&o animais carnivoros-onivoros, alimentando-se preferencialmente de pequenos
invertebrados e vertebrados, material vegetal e carnica, (REDFORD, 1985). Bons
cavadores, suas tocas sao utilizadas como reflgio e abrigo para os filhotes (REDFORD;
WETZEL, 1985).

Tem habito solitario, exceto na época reprodutiva, da mde com filhote (s), e as vezes
durante a alimentacdo em torno de carcacas (NOWAK, 1999). A reproducéo ocorre ao
longo do ano todo (BONATO et al., 2008). O periodo de gestacdo registrado em
espécimes de cativeiro foi de 60 a 64 dias e 0s nascimentos ocorrem ao longo do ano
(REDFORD; WETZEL, 1985). A prole tem de um a trés filhotes por gestacdo, e estes
ndo sdo gerados por poliembrionia, como observado em tatus do género Dasypus
(PRODOHL et al., 1996.). Assim, podem ser gerados filhotes do mesmo sexo ou de sexos
diferentes. Os filhotes atingem a maturidade com cerca de nove meses (GUCWINSKA,
1971).



Figura 1.3. Euphractus sexcinctus.

Foto: Arnaud Desbiez.
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Figura 1.4. Distribuicdo geografica da espécie Euphractus sexcinctus.

Fonte: IUCN (International Union for Conservation of Nature) 2014. Euphractus sexcinctus. The
IUCN Red List of Threatened Species. Versao 2015-4
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1.3.BIOMAS DA AREA DE ESTUDO: CERRADO E PANTANAL

O Mato Grosso do Sul é ocupado por trés biomas: Cerrado, Pantanal e Mata Atlantica.
Mais da metade do estado é ocupado pelo Cerrado, 61%, enquanto 25% é ocupado pelo
Pantanal e apenas 14% pela Mata Atlantica (SILVA et al., 2010).

No Mato Grosso do Sul, o Cerrado apresenta um dos menores indices de cobertura de
vegetacdo natural remanescente: apenas 32%. Segundo a FAGRO (Fundacé&o de Apoio a
Pesquisa e ao Agronegocio) (2007), 68% da area de Cerrado é antropizada, sendo a
pastagem cultivada e a cultura agricola os principais usos da terra no estado (SANO et
al., 2008). No Cerrado desse estado predominam as Formaces Savanicas (17%), as quais
sdo caracterizadas pela presenca de arvores e arbustos espalhados em um estrato de
gramineas, sem a formag&o de um dossel continuo (RIBEIRO; WALTER, 1998).

O Pantanal esta distribuido entre os estados do Mato Grosso (40,3%) e Mato Grosso
do Sul (59,7%) (IBGE, 2004). Este bioma constitui uma das maiores planicies sujeitas a
inundacBes periodicas do mundo, e é declarado Reserva da Biosfera e Patrimonio
Mundial Natural pela UNESCO (Organizacdo das Nagbes Unidas para Educacédo, a

Ciéncia e a Cultura).

O Pantanal é constituido por um mosaico de ambientes, apresentando influéncia dos
biomas que o margeiam: do Cerrado ao norte e a leste, da Amazénia ao norte e do Pampa
a sudeste. Apresenta diferentes feicGes fitoecoldgicas, sendo as principais: Savana
Arborizada, Savana Florestada, Savana Gramineo-lenhosa, Pastagem e Floresta
Estacional Semidecidual Aluvial (MMA, 2010).

A éarea conservada desse bioma ainda é alta em relacdo a de Cerrado. Até o ano de
2009 a vegetacdo remanescente representava 83,07% de sua &rea total. Em 2002 esse
percentual era de 86% (MMA, 2007). No Mato Grosso do Sul o percentual de vegetacdo
remanescente em 2009 foi de 86,9% (MMA, 2011). No entanto, embora o Pantanal ainda
ndo tenha perdido tantas areas naturais quanto o Cerrado, a expansdo desordenada das
atividades agropecuarias nesse bioma tem contribuido para a degradacdo de seus
ambientes naturais (SANTOS, 2006), tendo como base da economia regional a criagcdo

extensiva de gado para corte (IBGE, 1998).
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1.4. PREMISSAS

Este trabalho tem como premissas:

O genoma mitocondrial da subespécie E. s. flavimanus é semelhante em
composi¢édo génica e estrutura aos mitogenomas de outras espécies de mamiferos,
principalmente aos de outras espécies de tatus, mas apresenta particularidades
importantes.

Populacdes de tatus da espécie E. sexcinctus encontradas em diferentes biomas,
neste caso, Pantanal e Cerrado, encontram-se geneticamente diferenciadas, ja que

evoluiram em ambientes com pressdes seletivas distintas.

Populacbes de tatus da espécie E. sexcinctus encontradas em areas mais
degradadas tendem a ser menores e apresentam diversidade genética inferior em
relacdo as populacdes encontradas em areas mais conservadas. Tal perda resulta
dos efeitos da deriva genética e do endocruzamento que sdo potencializados em

populagdes reduzidas.

Machos da espécie E. sexcinctus sdo mais atropelados, pois as fémeas de
mamiferos tendem a ser mais filopatricas, e também porque 0s machos dessa
espécie apresentam maior area de vida, tendo assim maiores chances de apresentar

estradas sobrepostas aos seus habitats.
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. OBJETIVO GERAL

Disponibilizar informac6es genéticas para a especie Euphractus sexcinctus e
avaliar a distribuicdo da sua diversidade genética e estrutura genética populacional em

areas de Cerrado e Pantanal.

1.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Disponibilizar e caracterizar o mitogenoma completo de E. s. flavimanus.

o Inferir sobre a distribuicdo da diversidade genética de E. sexcinctus em &reas de
Cerrado e Pantanal utilizando marcadores moleculares do tipo microssatélites.

o Avaliar a distribuicdo dos atropelamentos de E. sexcinctus ao longo de diferentes

rodovias, identificando possiveis aglomeracGes de atropelamentos.

o Avaliar a distribuicdo de machos e fémeas atropelados ao longo de diferentes

rodovias.
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Caracterizacdo do genoma mitocondrial completo de Euphractus

sexcinctus flavimanus (Desmarest, 1804)
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1. Caracterizacdo do genoma mitocondrial completo de Euphractus sexcinctus

flavimanus (Desmarest, 1804)

Neste capitulo sera abordado o primeiro objetivo especifico deste trabalho:

disponibilizar e caracterizar o genoma mitocondrial completo de E. s. flavimanus.

2.1. MATERIAL E METODOS

Para o sequenciamento completo do genoma mitocondrial de Euphractus sexcicntus
flavimanus foi utilizada uma amostra de tecido de orelha de um individuo atropelado
(fémea) no ano de 2013 em uma regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul (21K
0628077E 7869838S). A amostra foi cedida pelo Projeto Tatu Canastra Pantanal. O tecido
foi armazenado em microtubo contendo alcool etilico absoluto e enviado para analise ao
Laboratorio de Biodiversidade Molecular e Conservacdao, UFSCar, onde foi conservado
em freezer a -20°C.

Foi realizada a extracdo do DNA gen6mico total pelo método Salino modificado de
Aljanabi e Martinez (1997) (Anexo 1). O DNA foi eluido em agua Mili-Q autoclavada,
quantificado por fluorometria no Qubit® (Invitrogen), com o uso do Qubit® dsDNA HS
Assay Kit, e os niveis de contaminantes foram verificados pelo espectofotdmetro
Nanodrop. A integridade do DNA foi avaliada mediante visualizacdo em gel de agarose

0,8% corado com GelRed.

Uma aliquota de DNA com 50 ng em 20uL (2,5ng/uL) foi enviada ao Laboratério de
Biotecnologia Animal, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, da
Universidade de Sdo Paulo, ESALQ-USP, para o Sequenciamento de Proxima Geracgdo
(Next Generation Sequencing- NGS). Uma Unica biblioteca genémica foi preparada de
acordo com o protocolo padrdo do kit Illumina Nextera DNA Library (Illumina, San
Diego, USA). O sequenciamento foi realizado a partir de ambas as extremidades (paired-
end), utilizando a tecnologia Illumina-Hi-Seq 2000 (Illumina, California). O NGS gerou

fragmentos com 100pb (pares de base), os chamados reads.

Para a montagem do genoma mitocondrial, inicialmente, foram eliminados os
adaptadores Illumina utilizando o programa Cutadapt (MARTIN, 2011). Bases de baixa
qualidade dos extremos dos reads foram eliminadas utilizando o programa Trimmomatic

(BOLGER et al., 2014) utilizando parametros padrdes, e reads com menos de 50
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nucleotideos foram descartados apds a triagem. Foram realizadas quatro montagens de
novo diferentes. Uma foi realizada utilizando o Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008), com
tamanho de k-mer de 49, e trés utilizando o SOAPdenovo2 (LUO et al., 2012), com
tamanhos de k-mer de 43, 53 e 63. O alinhamento foi realizado com o BLAST para
comparar 0s contigs montados as sequéncias do genoma mitocondrial de Dasypus
novemcinctus (NC_001821.1), as quais foram utilizadas como referéncia. Os contigs
selecionados foram remontados usando o CAP3 (HUANG; MADAN, 1999) e anotados
automaticamente pelo programa MITOS WebServer (BERNT et al., 2013). Os contigs
anotados foram editados manualmente no software Bioedit (HALL, 2013) usando o0s
genomas mitocondriais de D. novemcinctus e E. sexcinctus (NC_028571.1) como
referéncia. Para confirmar algumas sequéncias, primers foram desenhados a partir dos
contigs obtidos e sequencias do genoma foram obtidas a partir do sequenciamento de
Sanger (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Caracteristicas dos pares de primers desenhados a partir dos contigs para a confirmacéo de sequéncias do mtDNA.

Genel Gene2 Tm (°C) Primer forward Primer reverse Tamanho do fragmento (pb)
Leu ND1 54  GTTAAGATGGCAGAGACAGGT GTTTCTGCTAGTGTNGAGATAAATC 595
Met  Asn 55  GCCCATACCCCGAAAATGTAG GTTAACTAAAATTTCGTGGGGTTGG 1215
COX2  Lys 56 GGATTCCAAGACGCCACATC GGCATGTCATTGAGGAGAGATTTG 742
ND3  ND4 54  GTAGCCATCACATTCNTACTATTTGAC GCTAATCATATNAGTTTGGCTGTTC 1105
ND3  Arg 58  CATCTGCGCCCTNACACAAAATG GTTCGTGAAGATTNTGNTGGTGG 443
D-loop  12S 52  ATTTACTTACCCCATGCATATC CTGATACTTGCATGTGTAATTTTG 434

Gene 1: sequéncia foi utilizada para o desenho do primer forward; Gene 2: sequéncia foi utilizada para o desenho do primer reverse.
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2.2. RESULTADOS

O genoma mitocondrial da subespécie E. s. flavimanus possui 16805 pb, onde estéo
disponibilizados os 13 genes codificadores de proteinas, os 22 tRNA, os dois rRNA e
uma regido ndo codificadora, o D-loop. A maioria dos genes codifica na fita H, a qual
tem como composicéo geral de bases: T: 26.2%, C: 27.0%, A: 34.0% e G: 12.8%.

A maioria dos genes codificadores de proteinas apresentaram ATG como cddon de
iniciacdo, e TAA, TAG e/ou AGA como codon de terminacdo. No entanto, o gene COX3,
ND3, and ND4 apresentaram codon de terminacdo incompleto, constituido apenas por T
(Tabela 2.2). Apenas o gene ND6 e oito tRNAs codificam na fita L. A origem de
replicacdo também encontra-se na fita L e forma um loop caracteristico dos eutérios
(ANDERSON et al. 1982). O gene tRNA-Cys gene evidenciou a auséncia da haste-DHU,

mas outras caracteristicas do gene sdo conservadas.

A regido controle do genoma mitocondrial de E. s. flavimanus possui 1344 pb,
apresenta uma regido rica em T na porcéo inicial do gene, e repeticfes de sequéncias com
aproximadamente de 80 pb em sua porgdo final. Ndo foram observados microssatelites

na regido controle.
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Tabela 2.2. Caracterizagdo do genoma mitocondrial completo de Euphractus sexcinctus

flavimanus.
Gene Fita Inicio Fim Tamanho (_qu_o : ~de Cadon de Anticédon
iniciagdo parada
tRNA-Phe + 1 67 67 GAA
12S + 68 1040 973
tRNA-Val + 1041 1107 67 TAC
16S + 1108 2694 1587
tRNA-Leu + 2695 2769 75 TAA
ND1 + 2773 3729 957 ATG TAG
tRNA-Ile + 3728 3796 69 GAT
tRNA-GIn - 3866 3794 73 TTG
tRNA-Met + 3867 3935 69 CAT
ND2 + 3936 4979 1044 ATA TAG
tRNA-Trp + 4978 5046 69 TCA
tRNA-Ala - 5118 5050 69 TGC
tRNA-Asn - 5192 5120 73 GTT
tRNA-Cys - 5285 5224 62 GCA
tRNA-Tyr - 5353 5287 67 GTA
COX1 + 5355 6896 1542 ATG TAA
tRNA-Ser - 6966 6898 69 TGA
tRNA-Asp  + 6972 7040 69 GTC
COX2 + 7042 7725 684 ATG TAA
tRNA-Lys + 7729 7799 71 TTT
ATP8 + 7801 8004 204 ATG TAA
ATP6 + 7962 8642 681 ATG TAA
COX3 + 8642 9425 784 ATG T
tRNA-Gly + 9426 9495 70 TCC
ND3 + 9496 9841 346 ATA T
tRNA-Arg  + 9843 9911 69 TCG
ND4L + 9912 10208 297 ATG TAA
ND4 + 10202 11579 1378 ATG T
tRNA-His + 11580 11648 69 GTG
tRNA-Ser + 11649 11710 62 ACT
tRNA-Leu + 11710 11779 70 TAG
ND5 + 11780 13585 1806 ATA TAA
ND6 - 14109 13582 528 ATA TAA
tRNA-Glu - 14178 14110 69 TTC
CYTB + 14181 15320 1140 ATG AGA
tRNA-Thr + 15323 15390 68 TGT
tRNA-Pro - 15461 15392 70 TGG
D-loop 15462 16805 1344

ND1- 6, NADH desidrogenase, subunidades 1-6; COX1-3, citocromo oxidase c,
subunidades 1-3; ATP sintase, subunidades 6 e 8; CYTB, citocromo b. Sinais + e -

representam a fita H (pesada) e a fita L (leve), respectivamente.
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2.3. DISCUSSAO

A composicéo, estrutura e ordem dos genes mitocondriais de E. s. flavimanus sdo
similares aos de outros mitogenomas de mamiferos. A origem de replicacéo da fita L (OL)
é semelhante a de outros eutérios, incluindo outras espécies de tatus, mas difere da do
género Dasypus, que apresenta uma estrutura instavel e atipica (GIBB et al. 2015;
ARNASON et al, 1997).

O gene tRNA-Cys de E. sexcinctus foi completamente sequenciado pela primeira
vez e foi observada para a espécie, uma estrutura atipica para esse gene, com a auséncia
da haste-DHU. Tal estrutura também foi observada para D. novemcinctus (ARNASON et
al., 1997).

O tamanho total do genoma mitocondrial completo de E. s. flavimanus apresentou
203 pb a mais do que o descrito para E. sexcinctus (GIBB et al., 2015). Essa discrepancia
se deu, principalmente, devido a diferenca de tamanho da regido controle. Mesmo sendo
maior, 0 mitogenoma de E. s. flavimanus ndo apresentou a regido de microssatélites
(CGCATA)s relatada para E. sexcinctus (GIBB et al., 2015). Essa diferenca de tamanho
se deve a um segmento exclusivo em E. s. flavimanus de aproximadamente 340 pb na
porcdo inicial do D-loop, que resultou em um D-loop 200pb maior. O alinhamento das
sequéncias do D-loop de E. s. flavimanus e de E. sexcinctus pode ser visualizado no
Anexo 1. Tais diferengas sugerem que ha insecGes e delecbes na regido controle entre
espécies tatus. Além disso, a insercdo de 2 pb e 1 pb nos genes 12S e 16S,
respectivamente, contribuem com o maior tamanho observado no mitogenoma de E. s.
flavimanus. Diante dessas diferencas, sugere-se o espécime sequenciado por Gibb et al.
(2015) ndo corresponde a subespécie E. s. flavimanus.
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CAPITULO 3

Distribuicédo da diversidade genética e estrutura genética populacional

de Euphractus sexcinctus em areas de cerrado e pantanal
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3. Distribuicdo da diversidade genética e estrutura genética populacional de

Euphractus sexcinctus em areas de Cerrado e Pantanal

Neste capitulo serd abordado o segundo objetivo especifico deste trabalho: inferir
sobre a distribuicdo da diversidade genética de E. sexcinctus em areas de Cerrado e

Pantanal utilizando marcadores do tipo microssatélites.

3.1. MATERIAL E METODOS

3.1.1 Obtencdo de amostras

Para os estudos de diversidade genética e estrutura genética populacional foram
utilizadas 94 amostras de individuos atropelados em rodovias que cortam areas de
Cerrado altamente antropizado do Mato Grosso do Sul e 20 amostras de individuos de
vida livre de uma &rea de Pantanal, também do Mato Grosso do Sul. As amostras de
atropelamentos foram coletadas pelos projetos Tatu Canastra Pantanal e Anta Pantanal e

as de vida livre por pesquisadores da Embrapa Pantanal.

As coletas dos animais atropelados foram realizadas por um periodo de 12 meses
(abril de 2013 a marco de 2014), em trés rodovias: BR-163/MS, BR-262/MS e BR-
267/MS. Foram realizadas trés rotas para as coletas, as quais constituiram trés transectos.
Todas as rotas tiveram a capital Campo Grande como origem. As areas amostrais foram

definidas de acordo com cada trecho (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Relagéo das areas de atropelamentos amostradas e da distribuicdo de amostras de
espécimes atropelados de E. sexcinctus.

Rodovia Rota Area Comprimento  N°de
amostral daestrada  amostras
(Km)

BR-163 e BR-267 Campo Grande - Nova Cerrado 1 275 30
Alvorada

BR-262 Campo Grande — Trés Cerrado 2 305 31
Lagoas

BR-262 Campo Grande — Ponte do  Cerrado 3 340 33
Rio Paraguai

As amostras dos espécimes de vida livre foram coletadas na Fazenda Nhumirim

(18°59’S; 56°39°0), estagdo experimental da Embrapa Pantanal. Essa estacdo tem uma
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area aproximada de 43 km? e esta localizada no Pantanal da Nhecolandia, MS (Figura

3.1). Dentre essas amostras, 14 foram de tecido de orelha e sete de pelo (Tabela 3.2).

O Pantanal da Nhecolandia é uma sub-regido do Pantanal, que apresenta um mosaico
de ambientes, constituidos por areas extensas de campo, vazantes, lagoas permanentes ou
temporarias (conhecidas regionalmente como “baias” e “salinas”) contornadas por

vegetacdo de campo, cerrado e cerraddo (ABDON, 1998).

Para 0 sequenciamento de nova geracdo foi utilizada a amostra de tecido de orelha de
apenas um individuo atropelado (fémea), coletada no ano de 2013 em uma regido do
Pantanal do Mato Grosso do Sul (21K 0628077E 7869838S).

Todas as amostras de tecido foram conservadas em microtubos contendo alcool etilico
absoluto, e foram armazenadas em freezer (-20°C). Os pelos foram obtidos com o bulbo,
e estocados em envelopes individuais identificados, e armazenados a temperatura

ambiente.

Mais detalhes sobre a amostragem podem ser visualizados na Tabela 3.2 e Figura 3.1.

Tabela 3.2. Relacdo das areas amostradas, tipo de material coletado e nimero de amostras
coletadas.

Area amostral Tipo de coleta Tipo de amostra N° de amostras
Cerrado 1 Amostras de Atropelamento Tecido 30
Cerrado 2 Amostras de Atropelamento Tecido 31
Cerrado 3 Amostras de Atropelamento Tecido 33

Pantanal Captura Tecido e pelo 20
Pantanal™* Amostras de Atropelamento Tecido 1

*Amostra utilizada para o sequenciamento de nova geracao.

Para todas as amostras foram obtidas as coordenadas geograficas com o uso de
GPS. O programa Track Maker foi utilizado para transferir os dados do receptor GPS. O
mapa da area com os pontos de coleta foi construido utilizando o programa QGis versado
2.08 (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Mapa do Brasil destacando areas dos biomas Cerrado e Pantanal e os pontos de coleta
das amostras. Em destaque as areas amostradas, as estradas e 0s pontos de coleta.
Cerrado 2

Cerrado 3

AREA DE ESTUDO

S S
*  Atropeihamento
«  Vida Livre
3 —— Malha viaria

— 163

— 262
-— 267

Cerrado
Pantanal
1 Mato Grosso do Sul

0 0,000

Ig',l]l‘r

Cerrado 1

Campo Grande

3.1.2. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA total das amostras de tecido foi realizada utilizando o método de
extracdo com tampdo salino modificado de Aljanabi e Martinez (1997) (Anexo 1). As

amostras de pelo foram extraidas seguindo o protocolo de Fenol-Cloroférmio

(SAMBROOK et al., 1989), com pequenas modificagoes.

O DNA extraido foi eluido em agua Milli-Q autoclavada, corado com Gel Red™ e

visualizado em gel de agarose 0,8% para a avaliacdo da sua integridade.

O DNA enviado para o sequenciamento de proxima geracdo foi quantificado por
fluorometria no Qubit® (Invitrogen), utilizando o Qubit® dsDNA HS Assay Kit, e 0s
niveis de contaminantes foram verificados pelo espectofotdmetro Nanodrop. As demais

amostras de DNA foram quantificadas em biofotdmetro.
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O DNA enviado para o sequenciamento de préxima geracao foi diluido a 2,5ng/uL,
enquanto o DNA de trabalho foi diluido em &agua Milli-Q a uma concentracdo de
aproximadamente 10ng/pl.

3.1.3. Desenvolvimento dos marcadores microssatélites e padronizacéo das reagdes de
PCR

Marcadores microssatélites foram desenvolvidos para a espécie E. sexcinctus por
sequenciamento de nova geracgdo utilizando a tecnologia Illumina-Hi-Seq 2000. O
sequenciamento foi realizado pelo Laboratdrio de Biotecnologia Animal, ESALQ-USP.

Apbs o desenho dos primers, foi realizada uma triagem dos locos. Alguns critérios
foram estabelecidos: os primers deveriam estar a pelo menos 20 bases de distancia da
regido de microssatélite, os microssatélites deveriam ser puros, preferencialmente
tetranucleotideos, deveriam apresentar mais de oito repeticdes e ndo estarem em regides
codificadoras. De acordo com os critérios estabelecidos, foram sintetizados 20 pares de
primers, todos com a adi¢do de uma cauda M13 na extremidade 5’ de um dos primers
(forward ou reverse), segundo o protocolo de Schuelke (2000). O protocolo de Schuelke
(2000) permite a obtencdo de fragmentos marcados com fluorescéncia. Neste estudo,
foram utilizados os fluoréforos: FAM, PET, NED e VIC.

Todos os primers foram inicialmente testados com apenas cinco individuos (amostras
de tecido). Para as reacdes de amplificacdo utilizou-se solucdo tampdo 1x Taq Buffer,
1,25 mM de MgClz, 0,2 mM de cada ANTP, 0,06 uM de primer forward, 0,25 uM de
primer reverse, 0,25 uM do primer M13, 0,75 U Tag Polimerase (Invitrogen-Platinum)
e, 30ng de DNA em um volume final de 15ul de reagao.

O programa de amplificacdo consistiu de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min,
seguido de 3 ciclos de 30s a 94°C, 45s a temperatura de annealing mais 3°C (touch-down—
diminuicdo de 1°C a cada ciclo), 45sa 72°C; 35 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a temperatura
de annealing (Tabela 3.3), 45 s a 72°C; 10 ciclos adicionais iniciando a 94°C por 30 s, 45
s a 53°C (temperatura de annealing do primer M13 marcado), 45 s a 72°C, finalizando a

temperatura de extens&o de 72°C por 20 min.

Para o estabelecimento da melhor temperatura de annealing de cada par de primers,

foi realizado um gradiente de temperatura, no qual a temperatura definida inicialmente
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para o primer (de acordo com o programa Primer 3) foi utilizada como referéncia, com

um incremento e reducgéo de 4°C desta, com variagéo de 1°C por teste.

Os fragmentos gerados nas reacdes de PCR foram separados através de eletroforese
em gel de agarose 1%, corados com Gel Red™, e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta. Para se estimar o tamanho aproximado dos fragmentos gerados, foi utilizado
0 marcador de peso molecular 1kb Plus (Invitrogen).

Apos a verificacdo da amplificagdo e a padronizacéo das reacdes, o polimorfismo dos
locos foi verificado com a amplificacdo de dez individuos. Os produtos de PCR foram
enviados para genotipagem na empresa Macrogen Inc. (Seul, Coréia). As analises do
padrdo e tamanho dos fragmentos foram realizadas utilizando o microsatellite plugin no
programa Geneious 7.1.7 (KEARSE et al., 2012).

Os locos monomorficos e 0s que apresentaram tamanho diferente do esperado
foram descartados e os locos polimorficos foram selecionados e utilizados para a
amplificacdo em todos os individuos.

3.1.4. Anaélise dos dados: diversidade genética

A caracterizacdo dos locos microssatélites foi realizada para cada populagdo
amostral. Em principio foi verificada a ocorréncia de alelos nulos utilizando o software
Micro-Checker, versdao 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). A ocorréncia de
desequilibrio de ligacdo entre os pares de locos foi verificada utilizando-se o teste exato
para desequilibrio genotipico implementado pelo programa GENEPOP 4.2 (ROUSSET,
2008). O namero de alelos (Na) e os valores da heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) foram estimados utilizando o programa GENALEX 6.5 (PEAKALL;
SMOUSE, 2012). A riqueza alélica (RA: estimativa do namero de alelos por loco
padronizado para amostras de tamanho desigual entre locais) foi calculada utilizando o
programa FSTAT 2.9.3.2 (GOUDET, 2001). Este programa também foi utilizado para
calcular o coeficiente de endogamia (Fis) e os valores de P para déficit (PL) e para excesso
de heterozigotos (PS). (WEIR; COCKERHAM, 1984). O conteudo de informacéo
polimorfica PIC (Polymorphism Information Content) (BOTSTEIN et al., 1980) para
cada loco foi calculado através do programa CERVUS 3.0.3 (MARSHALL, 1998;
KALINOWSKI et al., 2007) e a classificacdo dos resultados se deu segundo Botstein et

al. (1980), pelo qual marcadores com PIC superior a 0,50 sdo considerados muito
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informativos, com valor entre 0,25 e 0,50 mediamente informativos, e com valor inferior
a 0,25, pouco informativos. Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg foram avaliados
utilizando o programa GENEPOP utilizando o algoritmo Cadeia de Markov e Montecarlo

(MCMC). Foi realizada a correcdo de Bonferroni para os testes multiplos (RICE, 1989).

O programa BOTTLENECK 1.2.02 (CORNUET; LUIKART, 1996; PIRY et al.,
1999) foi utilizado para testar reducdes recentes do tamanho efetivo populacional. As
analises foram realizadas utilizando o teste de Wilcoxon, o qual é adequado para anélises
com menos de 20 locos. Foi calculada a heterozigosidade esperada sob o equilibrio de
mutacdo-deriva (Heq) para cada loco considerando o modelo de mutagdo two-phase
(TPM), com 70% de mutacdo de passo simples e 30% de mutacdo de maltiplos passos
(LUIKART; CORNUET, 1998).

3.1.5. Andlise dos dados: estrutura populacional

Para avaliar a estruturacdo populacional nas areas amostradas foram utilizadas
diferentes metodologias: analise de variancia molecular, calculo do indice de fixacdo de
Wright (Fst), analise de atribuicdo bayesiana e analise de correspondéncia

multidimensional fatorial.

A particdo da variacdo genéetica entre e dentro dos grupos foi verificada pela analise
da variancia molecular (AMOVA) implementada no software ARLEQUIN
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Para essa analise as popula¢fes amostrais foram
agrupadas em trés situacdes diferentes:

Situacdo A: Pantanal/ Cerrado 1 + Cerrado 2/ Cerrado 3 (trés grupos).
Situacdo B: Pantanal/Cerrado 1 + Cerrado 2 + Cerrado 3 (dois grupos).
Situacéo C: Pantanal +Cerrado 1 + Cerrado 2 + Cerrado 3 (um grupo).

Os indices de fixagdo que indicam a diferenciacdo genética entre grupos (FCT), entre
populagdes dentro de um mesmo grupo (Fsc) e entre populagdes independente do grupo

que pertenca (Fst) foram calculados para as trés situacoes.

O programa ARLEQUIN foi utilizado para calcular os valores par-a-par de Fst
(WEIR; COCKERHAM, 1984; EXCOFFIER et al., 2005).



43

O programa STRUCTURE 2.3 (PRITCHARD et al. 2000) foi utilizado para detectar
a estrutura genética populacional, e inferir o nimero provavel de agrupamentos genéticos
(K) existentes na amostragem. Este programa utiliza o método bayesiano de agrupamento,
juntamente com o algoritmo Cadeia de Markov e Montecarlo (MCMC), e tem o equilibrio
de Hardy-Weinberg e a auséncia de desequilibrio de ligacdo dentro das populagdes como
premissa para a inferéncia do nimero de populagdes. Foi utilizado o modelo admixture,
que é adequado para populacGes que apresentam ou ja apresentaram fluxo génico. Foram
realizadas seis corridas independentes para K=1-4 com 1.000.000 repeticdes da MCMC
apos um periodo de burn-in de 300.000 para cada corrida. O numero provavel de
agrupamentos K, utilizando o logaritmo de probabilidade dos dados Ln(P(X|K)
(PRITCHARD et al., 2000) foram obtidos utilizando o programa Structure Harvester
(EARL, 2012).

O programa GENETIX 4.0.5 (BELKHIR et al., 2004) foi utilizado para a realizagéo
da andlise de correspondéncia multidimensional fatorial (FCA), a qual propicia a
visualizacdo dos individuos no espaco pela projecdo dos resultados de similaridade de

seus alelos.

3.2. RESULTADOS

3.2.1 Caracterizacdo dos microssatélites e diversidade genética

O sequenciamento de nova geracdo resultou em um grande numero de locos
microssatélites para a espécie E. sexcinctus. Considerando apenas 0s microssatélites com
mais de cinco repeticdes, foram encontrados 2921 locos: 2419 dinucleotideos, 251
trinucleotideos, 203 tetranucleotideos, 44 pentanucleotideos, e apenas quatro

hexanucleotideos.

Neste estudo foram testados 20 locos tetranucleotideos, dos quais quatro ndo
apresentaram amplificacdo, um ndo correspondia ao tamanho esperado para o loco, um
apresentou bandas inespecificas, quatro eram monomorficos, e 10 eram polimorficos

(detalhes dos locos polimérficos podem ser visualizados na Tabela 3.3).

O valor de PIC calculado para cada um dos 10 locos polimorficos indicou que estes
sdo muito informativos (PIC > 0,5) (Botstein et al., 1980).
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Né&o foi observado desequilibrio de ligacao entre os pares de locos analisados. Nao foi
detectado desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg para nenhum loco ap6s a corregéo de
Bonferroni (o= 0.005). Também nao foi detectada a presenca de alelos nulos. Ndo houve

valores significativos para Fis (Tabela 3.4).

O namero médio de alelos foi semelhante em todas as popula¢Ges amostrais e variou
de variou de 4,3 (Cerrado 3) a 6,2 (Cerrado 2) (Tabela 3.4). Embora todas as populacdes
tenham apresentado alelos exclusivos, a frequéncia desses alelos em geral foi baixa. A
area do Pantanal foi a que apresentou a maior frequéncia de alelos exclusivos, com valores
de 5,9% para Yarm12 e 11% para Yarm15.

Foram observados valores de diversidade genética (Ra, He € Ng) muito semelhantes
em todas as areas. Os valores médios de Ra variaram de 5,585 (Cerrado 1) a 6,113
(Cerrado 2); os valores médios de HE variaram de 0,684 (Cerrado 1) a 0,728 (Cerrado 2);
e os de NE variaram de 3,738 (Pantanal) a 4,208 (Cerrado 2) (Tabela 3.4).

Né&o foram encontradas evidéncias de gargalo populacional em nenhuma das areas.



45

Tabela 3.3. Locos polimérficos, sequéncias dos primers, motivo do microssatélite, temperatura de anneling definida ap6s gradiente de temperatura, tamanho
esperado do produto de PCR.

Loco Primer Forward 5'-3" Primer Reverse 5'-3' Motivo Tm (°C) Tamanho (pb)
YArml CCCTCTCATCTACCCAATCA TCAGGGAGTTCAGAAGGAGAT ATCC 54 236
YArm4 CATCCTACAATGCATAGGGC TTTCTGAGGATGGAGTCTGG ATCC 56 264
YArm8 CTCTATCCCTTGCCCAATC GCTAAAGGATAAATGAGTGAATTG AAAC 54 299
YArm10 TCAAAGCTCAACAATCCCTC TACATGGCTGTGATCTGCC AAAT 58 298
YArm12 GTGACATAGCTGGGATGAAA TGGTTATGACACAAATGGATCT AGAT 56 278
YArml4 CGGGACCTCGAATGTAGA CTTCCTCCTCTTCTTCGTCC AAAC 56 243
YArm15 AAACTTGTCAGCTTCATGGC AAGCGGAGATAGGCAGACAT AAAT 60 177
YArml7 AGATGATAGGTAGAGATTAGGCAGA GCCCTTCTTCTGTATGCTCA ACAG 56 189
YArm18 TGTTTACAGGATAATAACTCAATGC GGGCTATTGCTAAGTGTGC AGAT 56 290
YArm19 CCATTTCATTGCTGGAAGAAT TTCCTTTCTTCCAAAGGAGTC AAAC 56 231




Tabela 3.4. Caracteristicas dos locos microssatélites desenvolvidos para Euphractus sexcinctus.
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Cerrado 1 Cerrado 2
Loco N Na Ne RA Ho He Fis PL Pg Loco N Na Ne RA Ho He Fis P Ps
Yarml 28,000 6,000 4,752 5,843 0,929 0,790 -0,158 0,985 0,048 Yarml 29,000 6,000 4,596 5,826 0,897 0,782 -0,129 0,949 0,129
Yarm4 30,000 4,000 2490 3562 0767 0598 -0266 0981 0,051 Yarm4 29000 3,000 2526 3000 0621 0604 -0010 0,631 0,563
Yarmd8 27,000 6,000 2514 5,081 0,852 0,602 -0,399 0,999 0,003 Yarm8 25000 8,000 4,310 7,541 0,880 0,768 -0,126 0,950 0,151
Yarml0 29,000 9,000 5,780 8509 0,655 0,827 0,224 0,005 0,998 YarmlO0 30,000 11,000 6,691 9,813 0867 0851 -0,002 0,608 0,633
Yarml2 23,000 4,000 1869 5258 0652 0465 -0230 0,996 0,025 Yarml2 28000 5,000 2550 5482 0,893 0,608 -0,309 1,000 0,004
Yarml4 29,000 6,000 2,691 3478 0,862 0,628 -0,384 1,000 0,031 Yarml4 31,000 6,000 3,090 4455 0935 0676 -0,455 1,000 0,003
Yarml5 27,000 9,000 7,364 5147 1,000 0,864 -0,357 1,000 0,003 Yarml5 29000 9,000 7,313 5563 0931 0863 -0,369 1,000 0,001
Yarml7 28,000 4,000 3,057 868 0,750 0,673 -0,139 1,000 0,025 Yarml7 28000 5,000 3,881 8849 0857 0742 -0,061 0,893 0,296
Yarml8 28,000 6,000 4752 6,436 0929 0,79 -0,153 0,975 0,084 Yarml8 29,000 6,000 4596 5992 0897 0,782 -0,476 1,000 0,001
Yarml9 30,000 4,000 2490 3,850 0,767 0598 -0,097 0,819 0329 Yarml9 29,000 3,000 2526 4607 0621 0,604 -0,137 0,955 0,150
Média 27,900 5800 3,776 558 0816 0684 -0174 1,000 0,001 Média 28700 6,200 4,208 6,113 0840 0,728 -0,196 1,000 0,001
Cerrado 3 Pantanal
Loco N Na Ne RA Ho He Fis PL Ps Loco N Na Ne RA Ho He Fis PL Ps
Yarml 32,000 6,000 4561 5894 0813 0,781 -0,025 0695 0,479 Yarml 20,000 6,000 4444 5848 0850 0,775 -0071 0,836 0,374
Yarm4 30,000 3,000 2,140 299 0,700 0533 -0299 0,98 0,043 Yarm4 20,000 4,000 2010 3,700 0600 0503 -0,169 0,855 0,283
Yarm8 28,000 6,000 3,920 5918 0,929 0,745 -0,229 0,994 0,021 Yarm8 19,000 6,000 3,181 588 0947 0686 -0,358 1,000 0,004
Yarml0 33,000 1,000 5,018 853 0,879 0,801 -0,082 0906 0,200 YarmlO 17,000 9,000 5780 9,000 0824 0827 0034 0466 0,781
Yarml2 32,000 5,000 2,510 6,207 0,844 0602 -0,088 0886 0,288 Yarml2 17,000 4,000 2,688 6,000 0,941 0,628 0,164 0,155 0,940
Yarml4 33,000 5000 3,180 4,415 1,000 0,685 -0,389 1,000 0,001 Yarml4 18000 5,000 3,071 4,000 1,000 0674 -0,476 1,000 0,004
Yarml5 28,000 1,000 6,588 4,783 0,893 0,848 -0,447 1,000 0,001 Yarml5 19,000 8,000 4,813 5,000 1,000 0,792 -0,461 1,000 0,001
Yarml7 30,000 7,000 4,286 9,036 0,900 0,767 -0,034 0,794 0438 Yarml7 20,000 6,000 4938 7,772 0950 0,798 -0,237 1,000 0,014
Yarml8 32,000 6,000 4561 5600 0813 0,781 -0275 1,000 0,010 Yarml8 20,000 6,000 4,444 6,700 0850 0,775 -0,348 1,000 0,003
Yarml9 30,000 3,000 2,140 6,198 0,700 0,533 -0,157 0,973 0,086 Yarml9 20,000 4,000 2010 599 0600 0503 -0,166 0,989 0,086
Média 30,800 4,300 3,890 595 0847 0,708 -0,189 1,000 0,001 Média 19,000 5800 3,738 5990 0856 0,696 -0,197 1,000 0,001

Numero de amostras (N), Numero de alelos (Na), Numero efetivo de alelos (Ne), riqueza alélica (RA), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade
esperada (He), indice de endocruzamento (Fis), valores de P, para déficit de heterozigotos, valores de Ps para excesso de heterozigotos. Apos correcdo
de Bonferroni p= 0,00125.
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3.2.2. Estrutura genética populacional

A AMOVA indicou que a maior parte da variacdo genética encontra-se entre os
grupos, tanto na Situacdo A, onde foram definidos trés grupos distintos: Pantanal/Cerrado
3 (que apresenta areas de transicdo entre Cerrado e Pantanal) / Cerrado 1 + Cerrado 3,
quanto na Situacdo B, onde foram definidos dois grupos: Pantanal / Cerrado 1 + Cerrado
2 + Cerrado 3. Na situacdo C, onde todas as areas foram consideradas em um mesmo
grupo, foi verificado que aproximadamente 99,43% da variagdo encontra-se dentro das
populacgdes. Diante disso, os resultados da AMOVA indicam que ha uma unica populacao

na area de estudo (Tabela 3.5).

Tabela 3.5. Distribuicdo hierarquica da variacdo genética de E. sexcinctus para 10 locos
microssatélites em trés situacOes distintas de agrupamento.

Situacdo A Situacéo B Situacdo C
Porcentagem Porcentagem da Porcentagem da
Fonte da variacéo da variacéo variacao variacao
Entre grupos 1,0261 0,8681 -
Entre populacgdes dentro de grupos -0,2299 0,2144 -
Dentro de popula¢tes 99,2039 98,9175 99,4269

Situagdo A: os grupos populacionais séo correspondentes ao Pantanal/Cerrado 3/Cerrado 1 +
Cerrado 2. Situacdo B: os grupos populacionais sdo correspondentes ao Pantanal/Cerrado 3 +
Cerrado 1 + Cerrado 2. Situagdo C: os grupos populacionais sdo correspondentes Pantanal
+Cerrado 1 + Cerrado 2 + Cerrado 3.

Nenhuma das situacfes apresentou indice de fixacdo Fcrt, que representa a
diferenciacdo entre grupos, significativo. O Fsc, que representa a diferenciacdo entre
populagdes dentro de um mesmo grupo, indicou diferenciacéo significativa na situacao
B, ou seja, quando foram consideradas as areas de Pantanal em um grupo e todas as areas
de Cerrado em outro. J& 0 Fst, que representa a diferenciagdo entre populacdes de
quaisquer grupos, indicou valores significativos nas trés situacdes. No entanto, estes
valores foram muito baixos (Tabela 3.6).

Tabela 3.6. indices de fixacdo estimados para trés situacdes de agrupamento distintas

indice Situacdo A Situacdo B Situagdo C

Valor do indice p-value Valor do indice p-value Valor do indice p-value
Fsc 0.00168 0.05963 0.00120 0.04399 NC NC
Fer 0.00234 0.25318 0.00597 0.06549 NC NC
Fst 0.00402 0.00098 0.00717 0.00293 0.00351 0.00000

Valores significativos de p em negrito (a = 0.05).
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Os valores de Fst variaram de 0,000 (Pantanal-Cerrado 1; Cerrado 1-Cerrado 2;
Cerrado 2-Cerrado 3) a 0,00782 (Pantanal-Cerrado 2). Os valores de significancia (p)
apontam que apenas 0 agrupamento Pantanal/Cerrado 2 apresenta uma diferenciagéo

genética significativa, no entanto, o valor de Fst é baixo (Tabela 3.7).

Tabela 3.7. Valores de Fsr (abaixo a esquerda) e de p (acima a direita) entre os pares de
subpopulac¢des de E. sexcinctus.

Pantanal Cerrado 1 Cerrado 2 Cerrado 3
Pantanal - 0.13867 0.00586 0.04590
Cerrado 1 0.0000 - 0.11523 0.10547
Cerrado 2 0.00782 0.0000 - 0.26465
Cerrado 3 0.00168 0.00044 0.0000 -

Valores significativos para Fstem negrito (o = 0.008 — apds correcdo de Bonferroni).

Para as andlises de estrutura populacional, foram considerados ainda os resultados
obtidos pelo programa STRUCTURE. A analise bayesiana implementada neste programa
apontou que ha uma Unica populacédo para as areas amostradas (Figura 3.3). O maior valor
médio de LnP(D) e a menor variancia fornecidos por este programa representa o0 nimero
provavel de populacdes (PRITCHARD et al., 2000) (Figura 3.2). Como foi encontrada

uma unica populacgéo, ndo foi aplicada a correcdo de Evanno et al. (2005).

Figura 3.2. Resultado da analise Bayesiana para a determinagdo de agrupamentos para 114
individuos de E. sexcinctus, indicando K=1 como valor mais provavel.
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Figura 3.3. Probabilidades de atribuicdo de individuos de E. sexcictus para K=3.
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Cada linha na vertical representa um individuo, que possui probabilidades diferentes de ser
atribuido a cada um dos clusters, indicados pelas distintas cores. Os individuos estdo ordenados
de acordo com sua populacdo de origem. Populagdo 1: Cerrado 1; Populacdo 2: Cerrado 2;
Populacéo 3: Cerrado 3; Populacéo 4: Pantanal.

A anélise de correspondéncia fatorial, realizada com os individuos agrupados de
acordo com sua origem geogréfica, evidenciou a sobreposi¢do de individuos para todas
as populac6es. No entanto, essa analise revelou que individuos de Cerrado 3 apresentam
maior similaridade com Cerrado 2 e os de Cerrado 1 com Cerrado 2. A populacdo do
Pantanal foi a que apresentou o maior nimero de individuos fora da faixa de sobreposicéo
(Figura 3.4).

Figura 3.4. Gréfico de analise de correspondéncia fatorial (FCA).
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Cerrado 1 (pontos em amarelo); Cerrado 2 (pontos em azul); Cerrado 3 (pontos em branco),
Pantanal (pontos em cinza).
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3.3 DISCUSSAO

Neste estudo, a maior parte das amostras foram obtidas a partir de atropelamentos.
Optou-se por esse tipo de amostragem pela abundancia de individuos da espécie E.
sexcinctus encontrados atropelados na area de estudo. Além disso, um estudo realizado
por Loughry e McDonough (1996) avaliaram a eficAcia da amostragem dos
atropelamentos para verificar a demografia e estrutura populacional de tatus da espécie
Dasypus novemcinctus. Esses autores encontraram que 0s animais atropelados
representavam a demografia de tatus adultos do entorno da area de atropelamento. Dessa
forma, considerou-se que a avaliagdo da distribuicdo da diversidade genética e a estrutura
genética populacional de E. sexcinctus, uma espécie com altas taxas de mortalidade em

estradas, pode ser realizada a partir da amostragem de atropelamentos.

Os valores de diversidade genética encontrados para todas populacdes amostrais
foram muito semelhantes. Tal fato, associado a existéncia de uma populacdo panmitica
encontrada pelas andlises de estruturagdo populacional, sugere que a amostragem

utilizando individuos atropelados foi satisfatoria.

O numero de alelos obtidos para E. sexcinctus foram maiores do que 0s
encontrados por Prodohl et al. (1996) para uma populacdo de D. novemcinctus dos
Estados Unidos, onde considerando sete microssatélites, o namero de alelos variou entre
trés e sete. No presente estudo, com 10 microssatélites, este nimero variou entre quatro
e 11 alelos. No entanto, o numero de alelos por loco aqui relatado foi inferior ao
encontrado para D. novemcinctus no México (ARTEAGA et al., 2012). Nesse estudo, 0
namero de alelos variou entre nove e 20, considerando apenas seis locos microssatélites.
Embora E. sexcinctus tenha apresentado um menor nimero de alelos, os valores de
heterozigosidade foram maiores para essa espécie. O excesso de heterozigotos observado
para E. sexcinctus nas areas Pantanal, Cerrado 2 e Cerrado 3 pode indicar expansdo

populacional nessas areas.

Os valores de diversidade genética aqui obtidos foram discrepantes daqueles
obtidos para Tolypeutes tricinctus, o tatu-bola (MORAES, 2015). Os valores obtidos para
essa espécie de tatu ameacada foram muito inferiores aos obtidos para E. sexcinctus. Para
T. tricinctus, Moraes (2015) desenvolveu e testou um grande nimero de marcadores do

tipo microssatélites, no entanto, foram encontrados apenas dois locos polimorficos em 23
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locos testados. Dessa forma, foi obtido apenas 9% de polimorfismo para os locos testados,
enquanto aqui foram encontrados aproximadamente 77% dos locos polimdrficos. Esses
resultados podem ser explicados pelo tamanho populacional reduzido observado para
espécies ameacadas, como o tatu-bola, em contraste com popula¢des maiores, observadas
para populacfes ndo ameacadas como E. sexcinctus (FRANKHAM, 2002). Na area do
Pantanal aqui amostrada, por exemplo, sabe-se que E. sexcinctus é abundante (ALHO et
al., 1987).

Muitas das caracteristicas da espécie que justificam a sua alta diversidade
genética, também podem justificar a auséncia de estruturacdo populacional nas areas
amostradas. A ocorréncia em diferentes tipos de vegetacdo, os héabitos alimentares
generalistas e a certa tolerancia a ambientes antropizados, possibilitam que esses animais
se desloguem amplamente pela paisagem promovendo, assim, o fluxo génico e a
consequente homogeneizacdo das populagdes de E. sexcinctus. No entanto, embora se
trate de uma populacdo panmitica, como foi apontado pela AMOVA e pelo
STRUCTURE, os resultados obtidos pelas analises de Fst e de correspondéncia fatorial
ndo podem ser ignorados, pois podem fornecer dados importantes sobre o comportamento

populacional da espécie.

O indice de fixagdo Fst apontou uma estruturacdo significativa, porém muito
baixa, entre Pantanal e Cerrado 2 (Fst =0.00782). Valores de Fsr significativos, poréem,
muito baixos, também foram obtidos quando as areas amostrais foram divididas em dois
grupos: Pantanal em um grupo e areas de Cerrado de em outro grupo (Fst =0.00351 a
0.00717). Segundo Frankham (2002), valores de Fst acima de 0,15 sdo considerados
indicativos de diferenciacdo moderada entre populagfes, enquanto valores proximos a
0,07 podem indicar um baixo grau de diferenciacdo. Baixos valores de diferenciacédo
genética também foram obtidos para D. novemcinctus no México (ARTEAGA et al.,
2012).

A analise de correspondéncia fatorial evidenciou maior similaridade entre os
individuos do Cerrado do que entre os individuos de Cerrado e Pantanal. Foi observado
que poucos individuos de Cerrado 1 e Cerrado 3 se sobrepdem, e que estes Ultimos sdo
mais similares aos individuos de Cerrado 2. A maior similaridade entre as areas de
Cerrado 1 e Cerrado 2 pode estar sendo favorecida pela auséncia de grandes aglomeracoes
humanas entre elas. A menor similaridade encontrada entre Cerrado 1 e Cerrado 3 pode

estar ocorrendo devido a presenca da capital Campo Grande. Essa andlise pode parecer
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incoerente quando se observa que Campo Grande localiza-se entre Cerrado 2 e Cerrado
3, ocorrendo mesmo assim muita sobreposicao entre seus individuos. Tal fato pode estar
ocorrendo porque Campo Grande estende-se mais ao sul da MS-BR262, podendo
representar uma barreira entre Cerrado 1 e Cerrado 3, mas nédo entre Cerrado 2 e Cerrado
3.
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CAPITULO 4

Distribuicdo dos atropelamentos de Euphractus sexcinctus em rodovias do Mato
Grosso do Sul: uma avaliagdo da mortandade de machos e fémeas
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4.  Distribuicao dos atropelamentos de Euphractus sexcinctus em rodovias do Mato

Grosso do Sul: uma avaliagdo da mortandade de machos e fémeas

Neste capitulo serdo abordados os dois Ultimos objetivos especificos do presente
trabalho: (i) avaliar a distribuicdo dos atropelamentos de E. sexcinctus ao longo de
diferentes rodovias, identificando possiveis aglomeracdes de atropelamentos; e (ii)

avaliar a distribuicdo de machos e fémeas atropelados ao longo de diferentes rodovias.

4.1. MATERIAL E METODOS

4.1.1 Obtencdo de amostras

Foram obtidas 98 amostras de tecido (97 de orelha e apenas uma amostra de perna)
de individuos da espécie Euphractus sexcinctus mortos por atropelamento em trés
estradas do Mato Grosso do Sul. Todas as estradas eram pavimentadas e de pista dupla.
Para a amostragem foram definidas trés rotas, todas tendo Campo Grande como origem
(Tabela 4.1). As rotas constituiram, assim, trés transectos. As coletas foram realizadas
quinzenalmente durante um ano, entre marco de 2013 e abril de 2014. Cada coleta
consistia de trés dias, sendo percorrido um transecto por dia em automoével com
velocidade média entre 40 e 50km/h. No total, foram percorridos mais de 23000 km. Para
cada animal observado foi anotada a coordenada geogréafica com o uso de GPS. As

amostras foram coletadas pelos projetos Tatu Canastra Pantanal e Anta Pantanal.

Os tecidos coletados foram armazenados em microtubos contendo alcool etilico

absoluto, e enviados ao laboratério, onde foram armazenados em freezer a -20°C.

Os dados sobre o trafego foram obtidos no Relatério do Departamento Nacional de
Infraestrutura de Transportes, DNIT (2011) (Tabela 4.1).

Como as estradas estudadas cortam areas muito antropizadas de Cerrado, suas areas
de entorno foram classificadas apenas de acordo com a presenca (Mata e Campo

arborizado) ou auséncia de arvores (Campo), eucaliptais e residéncia.



Tabela 4.1. Dados sobre as estradas amostradas e o nimero de amostras obtidas.
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Rodovia Rota Transecto  Trafego ~ Comprimento N° de
(veiculos/  daestrada amostras
dia) (Km)

BR-163 e Campo Grande - T1 2794* 275 32
BR-267 Nova Alvorada

Tes Campo Grande — Trés T2 2193 305 33

Lagoas
BR-262 Campo Grande — T3 1521 340 33

Ponte do Rio Paraguai

*Trafego apenas na BR163

Figura 4.1. Rodovias do Mato Grosso do Sul amostradas com os pontos de atropelamentos de E.

sexcinctus.
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4.1.2 Extracdo de DNA e amplificacdo dos genes SRY e Zinc Finger

As extracOes de DNA das amostras foram realizadas utilizando o método Salino
modificado de Aljanabi e Martinez (1997) (Anexo 1). O DNA gendmico total obtido foi

quantificado em biofotdmetro e sua integridade foi avaliada mediante eletroforese em gel

de agarose 0,8% corado com Gel Red™.

O DNA foi diluido em agua Milli-Q
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autoclavada, e parte dele foi utilizado na preparacgéo de aliquotas de uso com concentracdo

de aproximadamente 10ng/ul.

Para a sexagem molecular foram utilizados dois pares de primers
simultaneamente, ambos descritos por Fain e LeMay (1995). Um par foi utilizado para a
amplificagdo do gene SRY (Forward: 5’-CCCATGAACGCATTCATTGTGTGG-3’ ¢
Reverse: 5’- ATTTTAGCCTTCCGACGAGGTCGATA-3"), ou seja, para a identificacdo
de machos e um para a amplificacdo do gene Zinc Finger, ZFY/X, (Forward: 5’-
ATAATCACATGGAGAGCCACAAGCT-3’ e Reverse: 5'-
GCACTTCTTTGGTATCTGAGAAAGT-3"), o qual foi utilizado como controle das
reacOes, uma vez que deve apresentar amplificacdo tanto para machos quanto para
fémeas. Os primers para o SRY amplificam fragmentos com 224 pb, enquanto 0s primers
ZFY/X amplificam fragmentos com 445 pb em fémeas e 447 pb em machos. A diferenca
de tamanho entre os fragmentos é importante para a amplificacdo simultanea desses genes

e posterior identificagdo dos sexos em gel de eletroforese.

Para a avaliacdo da eficiéncia desses primers na sexagem de tatus, ambos foram
amplificados em dez individuos de sexos conhecidos, cinco machos e cinco fémeas. Os
animais utilizados como controle foram capturados, ou seja, tais amostras eram oriundas
de espécimes vivos. As amostras controle consistiam de pelo e tecido. Duas amostras de
pelo e trés de tecido para cada sexo. As extragcdes das amostras de pelo foram realizadas
utilizando o método Fenol-Cloroférmio de SAMBROOK et al. (1989) com pequenas
modificacdes.

Para as reagOes de PCR foram utilizados solugdo tampdo 1x Taq Buffer, 1 mM de
MgClz, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada primer, 0,5 U Taq Polimerase (Invitrogen-

Platinum) e 40ng de DNA em um volume final de 12ul de reagao.

O programa para a amplificacdo consistiu de desnaturacao inicial a 94°C por 3 min;
35 ciclos de 94°C por 45 s, 60°C por 45 s, e 72°C por 1 min; finalizando a temperatura

de extensdo de 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corado
com Gel Red™, e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. Para se estimar o
tamanho aproximado dos fragmentos observados, foi utilizado o marcador de peso

molecular 1kb Plus (Invitrogen).
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4.1.3. Andlise dos dados

Inicialmente foi realizado o teste do Qui-quadrado (X?) para verificar se havia
diferencas significativas na frequéncia de atropelamentos de machos e fémeas. O teste
teve como hip6tese nula que os atropelados para cada sexo € igual. Este teste foi realizado
considerando os atropelamentos em cada transecto separadamente.

Para avaliar a ndo-aleatoriedade dos atropelamentos ao longo das rodovias, e
identificar possiveis agrupamentos significativos, foi realizada a estatistica K de Ripley
utilizando o software Siriema (COELHO, 2011). Optou-se pela estatistica K de Ripley-
2D porque esta mantém a bidimensionalidade do tracado, fornecendo distancias mais
reais entre os pontos de atropelamento (COELHO et al., 2008). Na estatistica K de
Ripley-2D, o tragado da rodovia, a paisagem local e presenca de outros atropelamentos
sdo considerados, enquanto que na estatistica K de Ripley linearizada tais fatores ndo séo

considerados, o que pode superestimar a distancia entre os atropelamentos.

Uma primeira analise foi realizada considerando todos os animais atropelados,
independente do sexo. Outras duas analises foram realizadas considerando apenas

machos e apenas fémeas.

Apds a identificacdo dos agrupamentos significativos, foi realizada uma a anélise
dos principais trechos de atropelamentos, os chamados hotspots. Essa analise também foi
realizada no programa Siriema 1.1 (COELHO et al., 2011), e foi considerado o espaco
bidimensional utilizando o método Analise de HotSpots — 2D. Essas analises também
foram realizadas considerando separadamente as trés rotas pré-estabelecidas. As analises
de hotspots também foram realizadas de trés formas: uma considerando todas as amostras,

uma considerando apenas machos e uma considerando apenas fémeas.

4.2. RESULTADOS

Este é o primeiro trabalho a utilizar sexagem molecular em tatus. Embora a
identificacdo do sexo em E. sexcinctus possa ser facilmente determinada pela
identificacdo da genitalia (MEDRI, 2008), neste estudo a metodologia foi necessaria
porque a identificacdo do sexo dos individuos néo foi realizada durante as coletas. Desta
forma, uma informagdo de grande importdncia para a compreensdo de aspectos

ecologicos da espécie pdde ser acessada por dados moleculares.
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A sexagem molecular em tatus da espécie E. sexcinctus foi realizada com sucesso
para todos os tipos de amostras testadas: tecidos e pelos de animais capturados e tecidos
de carcagas. Os produtos de PCR de todas as amostras sexadas, quando visualizados em
gel de agarose, apresentaram bandas de tamanhos aproximados esperados para ambos 0s
genes utilizados. Foram obtidas duas bandas para machos e apenas uma banda para

fémeas. Imagens de géis de sexagem podem ser visualizadas nas Figuras 4.2 e 4.3.

Figura 4.2. Gel de sexagem evidenciando duas bandas para machos e apenas uma banda para
fémea (auséncia de amplificacdo para a amostra dois) e controle negativo em cinco. A primeira
coluna corresponde ao ladder.

Figura 4.3. Gel de sexagem evidenciando a amplificacdo de diferentes tipos de amostras.
Auséncia de amplificagdo para as amostras 19, 22 e 23. Amostras 1 e 2: pelo; amostras 3, 4,5 ¢
6: tecido de animais capturados; demais amostras: tecido de animais atropelados.
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Foram sexados 98 individuos, dos quais 62 eram machos e 36 eram fémeas. Em
T1 foram encontradas 17 fémeas e 15 machos; em T2 10 fémeas e 23 machos; e em T3

10 fémeas e 23 machos.

O teste do Qui-quadrado apontou diferenca significativa entre o nimero de
machos e fémeas atropelados considerando todas as areas em conjunto (X?=6,8979;
p=0,0086). Houve diferenca significativa entre 0 nimero de machos e fémeas em dois
dos trechos pré-estabelecidos: T2 e T3 (X?=5,1212; p=0,0236). Apenas 0 T1 ndo
apresentou diferenca significativa entre o nimero de machos e fémeas atropelados
(X?=0,125; p=0,7237).
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A ndo-aleatoriedade dos atropelamentos foi confirmada pela estatistica K de
Ripley-2D, e agrupamentos significativos de atropelamentos foram identificados em
todas estradas. A analise de HotSpots — 2D evidenciou trés hotspots no T1, quatro no T2
e trés no T3. Observou-se maior ocorréncia de machos atropelados nos hotspots em T2 e

T3, enquanto no T1 houve maior ocorréncia de atropelamentos de fémeas.

Considerando todas rotas, observou-se as seguintes constituicbes de cobertura
vegetal do entorno dos atropelamento: mata/mata, mata/campo, mata/eucalipto, campo
arborizado/campo, campo/eucalipto, eucalipto/eucalipto e campo/campo). Dessas areas,
apenas Mata/Mata, Campo/Mata e Campo/Campo foram encontradas no entorno dos
hotspots.

4.3. DISCUSSAO

O grande numero de individuos atropelados encontrado em todas as areas
amostradas corrobora com estudos sobre atropelamentos de fauna do Brasil. Embora nédo
haja trabalhos especifico sobre os impactos dos atropelamentos sobre E. sexcinctus,
estudos sobre atropelamento de fauna comumente relatam a ocorréncia da espécie,
inclusive dentre as mais representativas (FREITAS 2009; WEISS; VIANNA, 2012). Este
fato pode ser resultante da ampla distribuicdo geogréafica da espécie, sua tolerancia as
alteracOes antrOpicas, e de caracteristicas bioldgicas da espécie como visdo pobre e
deslocamento lento (REDFORD; WETZEL, 1985; FORMAN et al. 2003; GRILO et al.
2011).

Nossos resultados indicam um maior impacto sobre 0os machos na maioria das
areas amostradas. Estes resultados podem ser justificados pela diferenca do tamanho da
area de vida e dispersdo diferencial entre os sexos de E. sexcinctus. Segundo Encarnacgédo
(1987) e Medri (2008), os machos apresentam area de vida maior do que as fémeas. Uma
area de vida maior aumenta as chances de uma rodovia se sobrepor sobre a area de vida
de um individuo, aumentando, consequentemente, sua chance de ser atropelado. Artega
et al. (2012) propdem ainda maior filopatria para as fémeas da espécie de tatu Dasypus

novemcinctus.

Nossos resultados diferem, no entanto, daqueles encontrados por Loughry e

McDonough (1999) em uma rodovia dos Estados Unidos, onde o numero de machos e
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fémeas atropelados foi similar para a espécie D. novemcinctus. Tal diferenca pode ser
justificada pelo fato de machos e fémeas de D. novemcinctus apresentarem areas de vida

semelhantes, diferente do que € relatado para E. sexcinctus.

Observou-se ainda que o nimero de machos e fémeas em T2 e T3 foram iguais,
com um ndmero elevado de machos atropelados. E interessante notar que ambos 0s
transectos situam-se na mesma rodovia, a BR262. No entanto, em T1 (BR267/BR163) a
diferenca entre o numero de machos e fémeas ndo foi significativa. Esses resultados
sugerem que as areas amostradas podem exercer pressdes diferentes sobre E. sexcinctus.
Assim, estudos mais aprofundados da paisagem tornam-se extremamente necessarios

para a melhor compreensédo do impacto dos atropelamentos sobre o tatu-peba.
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CONCLUSOES

X/
L %4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

O presente estudo forneceu uma grande quantidade de dados genéticos para a
espécie E. sexcinctus. Estes dados, além de responderem aos questionamentos
aqui levantados, também poderdo ser utilizados em trabalhos futuros sobre essa

espécie e mesmo sobre outras espécies de tatus.

As diferencas observadas no genoma mitocondrial de um individuo do Pantanal
do Mato Grosso do Sul em relagdo ao mitogenoma de E. sexcinctus de origem
desconhecida, evidenciou a importancia deste dado para o melhor entendimento

da diversidade genética intra-especifica.

A alta diversidade genética encontrada em todas as areas amostradas condiz com

0 esperado para espécies ndo ameacadas.

A ocorréncia de uma populacdo panmitica de E. sexcinctus em uma regido do
Mato Grosso do Sul ndo deve desencorajar medidas de conservacdo para a
espécie, pois, embora ndo tenha sido encontrada estruturacdo populacional, a
andlise de correspondéncia fatorial evidenciou que individuos de algumas areas

quase ndo se sobrepdem.

Os dados sobre atropelamentos aqui disponibilizados evidenciaram diversos
hotsposts de atropelamentos. Tal identificacdo é Util para tomada de medidas
mitigadoras. No entanto, dados sobre a paisagem do entorno tornam-se
necessarios para o melhor entendimento da distribuicdo dos atropelamentos nas

rodovias amostradas e da ecologia dessa espécie de tatu.

O grande numero de machos atropelados parece estar relacionado com a maior
area de vida relatada para esse sexo. Alem disso, as fémeas de mamiferos tendem
a ser mais filopatricas. Neste caso, 0s machos sdo primordiais para a manutencao
da diversidade genética da espécie e estudos futuros devem reavaliar se a

diversidade da mesma foi mantida.
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Anexo 1. Alinhamento das sequéncias de D-loop de Euphractus sexcinctus flavimanus (KX151979) e de Euphractus sexcinctus
(NC_028571.1).
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Anexo 2. Protocolo de extragdo de DNA utilizando o método salino de Aljanabi e
Martinez (1997), com modificagdes.

1. Homogeneizar o tecido (50 — 100 mg ou 1 cm?) em 400 ul de tampdo salino (NaCl
0,4 M; Tris HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA pH 8,0 a 0,2 mM).

2. Adicionar 40 pl de SDS 20% e 8,0 ul de Proteinase K 20 mg/ml e misturar bem.

3. Incubar as amostras a 55 - 65°C por pelo menos 2h ou overnight.

4. Adicionar 300 pl de NaCl 6 M.

5. Vortexar as amostras por 30 segundos a velocidade maxima e centrifugar por 30 min.
a 10000 rpm.

6. Transferir o sobrenadante para outro tubo (2,0 ml).

7. Adicionar igual volume de isopropanol e misturar bem.

8. Incubar a -20°C por 1h ou -80°C por 20-30 min.

9. Centrifugar por 20 min. a 10000 rpm.

10. Lavar o pellet com 300 ul de etanol 70% e centrifugar por 5 minutos.

11. Lavar o pellet novamente com 300 pl de etanol 100% e centrifugar por mais Smin.

12. Secar o DNA em estufa e ressuspender em 50 ul de H.O. Caso haja necessidade,

colocar RNAse (2,0 ul a uma concentragao de 10 ng/ul).



