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Resumo

Neste estudo descrevemos a diversidade genética de uma populagédo de raposas do
campo (Lycalopex vetulus), animal cujo habitat se encontra na fitofisionomia de
Cerrado, uma das mais fragmentadas e antropizadas do Brasil. Para tanto, foram
capturados 33 individuos em uma regido de fazendas de gado no norte de Minas
Gerais e no sudeste de Goias. Foram amplificados 10 loci de microssatélites. Os
dados revelam que tais loci sdo Uteis no estudo de genética da conservagdo. A
diversidade genética, presente nos individuos capturados neste estudo, pode ser
considerada alta, apesar do alto grau de fragmentacdo da area. O tamanho efetivo
populacional calculado neste trabalho demonstra que a diversidade genética
sustentada pelos animais estudados é representativa de uma populagdo de
aproximadamente 1.300 individuos. Realizamos estimativas de parentesco utilizando
trés métodos, um através da leitura dos gendtipos por um software, outro através de
informacgfes obtidas por estudos de observagdo de campo e um ultimo, utilizado
somente quando os dois primeiros estavam em dissonancia, baseado na analise visual
par a par de todos os alelos dos loci. Com auxilio de georeferenciamento calculamos a
distancia entre individuos aparentados, atentando para possiveis variagdes de género.
Concluimos que a raposa € capaz de se movimentar por grandes distancias
(superiores a trinta quildmetros) e que, aparentemente, ndo ha diferenca na

capacidade de dispersdo de machos e fémeas.

Palavras-chave: Raposa do campo, comportamento, Genética da Conservacao,

Diversidade genética
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Abstract

This study describes the genetic diversity of a population of Hoary foxes (Lycalopex
vetulus), animal whose habitat is in the physiognomy of Cerrado, one of the most
fragmented and disturbed areas of Brazil. To this end, 33 individuals were captured in
a region of cattle ranches in northern Minas Gerais and southeast of Goias. We
amplified 10 microsatellite loci. Our data reveal that these loci are useful in the study of
genetic conservation. The genetic diversity present in individuals captured in this study,
can be considered high, despite the high degree of fragmentation in the area. The
effective population size calculated in this study shows that the genetic diversity
supported by the animals studied is representative of a population of approximately
1,300 individuals. We conducted kinship estimates using three methods, one by
reading the genotype by software, another through information obtained by field
observation studies and a final one, used only when the first two were at odds, based
on par visual analysis to analyze all alleles of all loci. With the aid of GPS, the distance
between related individuals, paying attention to possible gender’s variation. We
conclude that the fox is able to move long distances (over thirty kilometers) and that

apparently there is no difference in the male and female dispersal capacity

Keywords: Hoary fox, behavior, Conservation genetic, Genetic diversity.
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1. Introducdo:

Um meio ambiente saudavel e equilibrado € de extrema importancia para
os seres humanos, tal importdncia estd, inclusive, presente no artigo 225 da
constituicdo do Brasil:

[...] Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente
equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial a
sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e
a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-lo para
as presentes e futuras geracgoes. [...] (BRASIL, 1988)

Diante de uma imposicdo pragmatizada da sociedade, em que se denota
um dualismo “homem versus natureza”, ha uma dicotomia que opde o crescimento
urbano e a conservacdo do meio ambiente. Entretanto, 0 homem n&o se encontra em
um ambiente diferente do ambiente natural, mas sim em uma intima ligacdo com o
mesmo, dependendo, direta e indiretamente, de um meio ambiente saudavel e
conservado. (BRASIL, 1988; FRANKHAM et al., 2008). Dentro desse contexto surge a
disciplina da Biologia da Conservacéo, que se dedica a evitar que ocorram extin¢gdes
nao naturais e a manter, ao maximo, o equilibrio do meio ambiente (FRANKHAM et al.,
2008).

Dentro deste panorama se encontra o cerrado brasileiro, fitofisionomia que
ocupa o segundo lugar em extensado no Brasil, se distribuindo desde o planalto central,
com pequenas manchas na Mata Atlantica, floresta Amazobnica e Caatinga. Sua
formacgédo vegetal engloba formacdes campestres, savanicas e florestais (RIBEIRO E
WALTER, 2008), conferindo, a este ecossistema, padrées biogeograficos de flora e
fauna distintos (RIBEIRO E WALTER, 2008). Grande parte do cerrado vem sofrendo
acelerado desmatamento devido a acao antrépica (MACHADO et al., 2004) o que o
classifica como um dos 25 ecossistemas mais ameagados do planeta (MYERS et al.,
2000). Temos que, em 2002, 38,9 % dessa area ja havia sido transformada em terras
agricolas, pastagem e reflorestamento (SANO et al., 2009). Como o cerrado €
altamente vulneravel a agbes antrépicas, Machado et al. (2004) projeta que, se as
taxas de desmatamento se mantiverem, este bioma ficara restrito a unidades de

conservacao e areas indigenas, até o final de 2030.
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No cerrado, os mamiferos correspondem ao segundo grupo mais diverso,
entre os vertebrados terrestres, representando, aproximadamente, 15% das espécies
conhecidas (AGUIAR et al.,, 2004). Segundo Rodrigues et al. (2002) e Trole et al.
(2007) fragmentacBes e alteragbes antropicas do habitat, juntamente com pressfes
advindas de cacga e outras ameacas (COSTA et al., 2005) se caracterizam como as
principais ameacas aos mamiferos de médio e grande porte (acima de 1 kg de massa)
(FONSECA E ROBINSON, 1990).

O avanco da exploracéo interiorana no Brasil foi especialmente marcante
para o cerrado. Na década de 50, juntamente com a constru¢édo de Brasilia houve uma
crescente migracdo de pessoas para a regido centro oeste do Brasil. Iniciou-se a
chamada de politica de expanséo agricola, que levou a um aumento nas alteracdes
antrépicas na fitofisionomia de cerrado que, até entdo, era classificada como pobre em
biodiversidade. Hoje o cerrado é mundialmente conhecido como um hotspot da
biodiversidade, contando com leis préprias de conservagdo (BRASIL, 2005). Porém,
sua historia ja € marcada pela exploracdo da terra para o plantio e criagdo de gado
(KLINK E MACHADO, 2005). O que ha, em grande parte, sdo mosaicos de areas
protegidas com areas exploradas. Um mosaico de areas deve ser uma fonte especial
de estudo, pois, além de representar a grande realidade do cenéario brasileiro, reflete,
de uma maneira diferenciada, como as espécies selecionam e utilizam os ambientes,
levando em consideragdo a disponibilidade de recursos (LAW E DICKMAN, 1998).
Segundo o Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo (SNUC) do Brasil,
aproximadamente 8% do cerrado brasileiro encontra-se em areas de protecao. Ou
seja, dos 2.116.000 km2 de regides originalmente pertencentes ao cerrado no Brasil,
somente 169.280 km? sédo de &reas protegidas (KLINK E MACHADO, 2005). Assim
sendo, é de demasiada importancia que estudos sejam realizados em tais areas ndo
protegidas, para que possamos formular eficientes estratégias governamentais de
educacdo ambiental e regulamentacdo de atividades, a fim de proporcionar a
coexisténcia entre as areas protegidas e as areas antropizadas, principalmente

aguelas utilizadas com a exploracdo agropastoril.

1.1. Biologiada Conservacao e Genética da Conservacao.

Antigamente, o ato de se conservar a biodiversidade do planeta se
justificava unicamente como um beneficio a humanidade (JORDAN, 1995). Hoje, com

o conhecimento de que todos 0s ecossistemas naturais tém sido alterados por agdes
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antropicas, alguns até o ponto de colapsar, a Biologia da Conservacéo aparece como
uma resposta da comunidade cientifica para essa “crise da biodiversidade” (MEFFE E
CARROLL, 1941). Dentro da Biologia da Conservacdo existe a Genética da
Conservagdo que é o uso da teoria e técnicas da genética para reduzir o risco de
extin¢cdo das espécies (FRANKHAM et al., 2008). Tal subdisciplina é capaz de acessar
dados populacionais de extrema importancia para tomadas de acgles
conservacionistas, como a distribuicAo da variagdo genética dentro e entre
populacdes, abundancia populacional, o grau de parentesco entre os individuos, dieta,
migragdo, grau de endogamia, fluxo génico (MEFFE E CARROLL 1941,
PALOMARES et al. 2002; MIOTTO et al. 2007; FRANKHAM et al 2008), presenca de
gargalos populacionais, que pode acometer pequenas popula¢des levando-as a sofrer
esse fenbmeno que diminui o fithess dos individuos, devido a baixa diversidade
genética, causada pelo pequeno tamanho da populagdo (FRANKHAM et al., 2008).
Tais dados séo elucidados a partir do uso de marcadores moleculares em amostras de
DNA da espécie alvo, que podem ser obtidas de maneira nao-invasiva (e.g. pelos,
fezes) ou através da captura da espécie e obtencdo de algum tecido (AVISE, 2004;
WAYNE E MORIN, 2004; PRUGH et al., 2005; MIOTTO et al., 2007).

Muitas vezes, popula¢cdes ndo dependem somente de um grande numero
de individuos, mas sim de um tamanho efetivo populacional suficientemente grande
para a manutencao da diversidade genética. Esse tamanho efetivo populacional é o
tamanho de uma populacéo ideal que se tornaria endogdmica na mesma taxa da
populacdo atual, ou seja, o tamanho efetivo populacional € uma medida do
comportamento genético da populacao, relacionando-a com uma populacéo ideal
(FRANKHAM et al., 2008), esse dado pode ser acessado através da analise da
diversidade genética das populacdes.

Outro importante fator que pode ser determinado pela estudo de genética
de populacdes é o Coeficiente de Endogamia (Fis). A definicdo de um Fis é importante
pois seu valor determina a probabilidade de que alelos, em um loco de um mesmo
individuo, sejam idénticos por descendéncia. Tal probabilidade varia de 0, para
individuos exogamicos, a 1 para individuos completamente endogamicos
(FRANKHAM et al., 2008)
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Em estudos de genética das populacbes, o EHW ¢é importante para
determinar fatores que denotem a ocorréncia de evolugdo, como, por exemplo

endogamia, selecdo (natural e sexual), deriva genética, (FRANKHAM et al., 2008).

1.2 Marcadores Moleculares.

Nos ultimos anos, véarios marcadores moleculares tém sido usados em
estudos de diversidade genética e biologia da conservacdo (AVISE, 2004),
monitorando a variabilidade genética de populacdes em declinio, e assim, acessando
suas consequéncias evolutivas (WAYNE E MORIN, 2004). Cada marcador molecular
apresenta caracteristicas que os tornam mais adequados frente a problematica
(PEREZ-SWEENEY et al., 2003), sendo assim, a escolha cuidadosa entre diferentes
tipos de marcadores direciona o trabalho para o problema a ser elucidado, desde a
identificacdo de individuos, espécies e familias até a formulacdo de hipoteses
filogenéticas (SOLE-CAVA, 2001). Dentre esses marcadores moleculares, podemos
citar aqueles usados para amplificar fragmentos de microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeats) que consistem em pequenas sequéncias de 1 a 6 nucleotideos de
comprimento (como, por exemplo, CA, CAAC, ou GGAACC), repetidas lado a lado
(FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1995). Sdo abundantes no genoma nuclear de
eucariotos (WEBER E WONG, 1993) e tém heranca codominante, isto é, cada um dos
alelos de um locus de um individuo pode ser identificado separadamente
(SUNNUCKS, 2000). Microssatélites sao marcadores largamente utilizados em
estudos populacionais, pois poucos loci podem fornecer muitos alelos a serem
examinados (PARKER et al., 1998). Devido a uma grande variagdo no numero de
unidades repetitivas para qualquer locus entre membros de uma espécie, os loci de
microssatélites exibem alto polimorfismo (CULVER et al.,, 2001). Outro aspecto
interessante na analise de microssatélites é a de que no genoma animal, em alguns
casos, pode ocorrer conservacdo de sitios de microssatélites entre espécies
relacionadas, tornando possivel a utilizacdo dos mesmos primers, comumente
denominados heterdlogos, entre espécies ou géneros distintos (MENOTTI-RAYMOND
E O'BRIEN, 1995).

1.3. Os canideos e sua histéria natural
A familia Canidae (Mammalia, Carnivora, Caniformia) € composta por 36

espécies, distribuidas por todo o mundo. Sua origem e diversificacdo se deu na
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América do Norte, tendo como primeiro registro féssil o Hesperocyon (Scott, 1890), no
periodo Eoceno (40 Ma) (STAINS, 1975). Das trés subfamilias das quais se tem
registro féssil, duas foram extintas entre o periodo Mioceno e o Pleistoceno, sobrando
somente a subfamilia Caninae (WANG E TEDFORD, 2007), que derivou em todas as
espécies de canideos viventes. A dispersdo dos canideos para fora da América do
Norte se deu a aproximadamente 6 milhdes de anos, para a Asia e a Europa (WANG
E TEDFORD, 2007); para a América do Sul a incurséo foi mais recente, por volta de 3
milhdes de anos atras, a formacéo do istmo do Panama favoreceu tal disperséo.

Os canideos sdo conhecidos pela sua inerente capacidade de colonizar
diversos tipos de habitats, demonstrando grande flexibilidade em seus requerimentos
ecoldgicos (JOHNSON et al., 1996). Observa-se, nos canideos, diversos tracos
incomuns que os canideos apresentam, tais como; monogamia com cuidado parental,
incorporagdo de adultos no grupo social por um longo periodo, cuidado aloparental,
supressdo reprodutiva em individuos subordinados, pseugravidez, monoestria
(MOEHLMAN, 1989; GEFFEN et al., 1996; MOEHLMAN E HOFER, 1997; ASA, 1997,
ASA E VELDESPINO, 1998). De intricada miriade de relacdes sociais, 0os canideos,
normalmente, requerem uma vasta area de vida, 0 que contrasta intimamente com
uma relacdo conflituosa com o Homo sapiens (WILSON E DELAHAY, 2001). A
perseguicdo por humanos representa uma das grandes ameagas sofridas pelos
Canidae, muitas vezes devida a predacdo de animais de criagdo (ECHEGARAY E
VILA, 2009). Tal predacdo pode causar danos econdmicos, porém, muitas vezes,
ocorre devido ao mal planejamento infra estrutural do local de alocacdo dos animais
de criacdo. A grande capacidade de dispersdo dos Canidae também se transcreve em
conflitos com nosso modelo de sociedade, diversas mortes de fauna, causadas por

atropelamentos séo registradas todos os anos.

Grandes carnivoros apresentam-se em pequenas populacbes, devido a
sua posicdo tréfica e aos seus habitos comportamentais, assim os distirbios que
afetam essas pequenas populacBes sdo propicios a causarem extingdes locais com
mais facilidade (WOODROFFE E GINSBERG, 1998). Além de mortes em estradas, a
fragmentagdo, a alta quantidade de disturbios, produzidos por centros urbanos, a
simplificacdo ambiental, causada por sistemas agropecuarios, configuram em mais um

catalisador para a ja complicada relagdo “homem x canideos”

1.4. A Raposa-do-campo (Lycalopex vetulus).
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A Raposa-do-campo (Lycalopex vetulus, Lund 1842) (Figura 1) é um
canideo de pequeno porte com corpo e membros delgados. Geralmente, a porcao
superior do corpo deste canideo é de um “cinza palido” e a porcao inferior amarelada. L.
vetulus apresenta, também, uma faixa branca na parte anterior do pescog¢o e na regido
ventral. Os machos podem ter uma faixa de pelagem negra que vai da nuca até a
cauda, porém, esse dimorfismo sexual ndo esta presente em todos os individuos
(DALPONTE, 2009). L. vetulus figura como o menor canideo brasileiro, com massa
atingindo de 3 a 4 kg. De dieta essencialmente insetivora, térmitas (cupins e formigas)
compreendem cerca de 36,6 a 59% de sua alimentagao segundo J’acomo et al (2003) e
Juarez e Marinho-Filho (2002) respectivamente. Lemos (2007), encontrou térmitas em
91,3% das amostras de fezes de raposas-do-campo analisadas, tal comportamento
reflete morfologicamente em um tamanho diminuto do crénio e por uma denti¢éo
peculiar, com caninos pequenos e molares largos (DALPONTE, 2009). Além de insetos,
outros grupos animais, (Como pequenas aves e pequenos mamiferos) e vegetais podem
ser consumidos (JUAREZ E MARINHO-FILHO, 2002; JACOMO et al., 2003; LEMOS,
2007, DALPONTE, 2009;). Tal habito de generalizagdo de nicho pode ser relacionado

com o fato a L. vetulus estar em simpatria com outras duas espécies de canideos de
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Figura 1. Lycalopex vetulus observada no municipio de Cumari - GO. Foto: Frederico Gemesio Lemos.

maior porte, o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus, llliger, 1815) e o cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous, Linnaeus, 1766). Como somente 18% dos 55 possiveis pares de
simpatria entre canideos sul americanos efetivamente ocorrem, essa grande extensao

alimentar contribui para uma menor sobreposicdo de nicho, que aliada & alguma
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evitagdo podem culminar em coexisténcia (MEDEL E JAKSIC, 1988; JUAREZ E
MARINHO-FILHO, 2002; JACOMO et al., 2003; LEMOS, 2007). Um certo grau de
generalizacdo alimentar, que também é encontrada nos lobos-guara e nos cachorros-
do-mato, reflete o periodo do Pleistoceno, em que a extingdo de grandes herbivoros
culminou na extincdo dos grandes predadores, o que favoreceu, evolutivamente, os
grupos de canideos com habitos alimentares mais generalizados (LANGGUTH, 1975;
JACOMO et al., 2003).

Apesar de ter sido encontrado fosséis de L. vetulus na patagbnia
(Argentina), esse canideo é endémico da regido central do Brasil, compreendendo os
planaltos centrais, dentro de regides de cerrado, priorizando a fitofisionomia de campo
limpo e regifes de pastagem para criagcdo de gado bovino (Bos taurus), até em zonas
de transicao, areas abertas do pantanal (JUAREZ E MARINHO-FILHO, 2002; JACOMO
et al.,, 2003; COURTENAY et al., 2005; LEMOS, 2007; ROCHA et al., 2008;
DALPONTE, 2009; LEMOS et al.,, 2013). Sua distribui¢cdo inclui os estados de Sao
Paulo (porcao centro-nordeste e oeste), o norte do Piaui, o leste do Maranh&o, o centro-
sul do Mato Grosso, areas secas do Mato Grosso do Sul, sul de Rondbnia, Goias,
Tocantins, Distrito Federal, sudoeste da Bahia e centro-oeste de Minas Gerais (LEMOS
et al., 2013) (Figura 2.).

Alguns estudos mostram que a raposa-do-campo tem habitos monogamicos,
sendo encontrada em pares durante a estacdo de acasalamento, o que pode
corresponder até a sete meses do ano, desde a formacdo dos pares até a dispersao
dos filhotes (DALPONTE, 2009). Com um periodo de gestacdo de 50 dias e uma
ninhada de 2 a 5 filhotes, L. vetulus apresenta cuidado parental consideravel até os
guatro meses de vida de sua prole, periodo em que a fémea amamenta. A dispersao
dos filhotes se da entre e nono e o décimo més de vida (DALPONTE, 2009), porém,
dados complementares de dispersdo ndo existem na literatura. Sua atividade de
forrageamento se concentra durante o periodo crepuscular-noturno em que facilmente
se observa os animais predando térmitas e se escondendo dentro de tocas
abandonadas de tatu peba (Euphractus sexcinctu, Linnaeus, 1758), local também
utilizado como ninho. (LEMOS, 2007; COURTENAY et al., 2005; DALPONTE, 2009;).
Segundo, Courtenay et al. (2005) em um estudo com radio colares em L. vetulus, a area
de vida utilizada por um casal de raposas foi calculada em uma média de 456 ha.
Juarez e Marinho-filho (2002) chegaram a um valor de &rea de vida de 385 ha, para

uma fémea, com periodo de amostragem de 36h, também com rédio colares. Ambos os
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trabalhos ndo contemplaram uma variabilidade de individuos (quatro e trés individuos,

respectivamente)

ykem
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Figura 2. Distribuigdo geografica de Lycalopex vetulus. Imagem elaborada pelo
Instituto Chico Mendes (ICMBio), disponivel em LEMOS et al 2013.

Mesmo sendo endémica do Brasil, a falta de estudos sobre a raposa-do-
campo caracteriza uma confusdo no seu estado de conservagdo. L. vetulus €
classificada como “de minima preocupacdao” (LC — Last Concern) pela Unido
Internacional pela Conservacdo da Natureza (IUCN — International Union for
Conservation of Nature-2014), tal classificacdo é dada para um taxon que foi avaliado
pelos critérios da IUCN e ndo se qualificou como criticamente em perigo, nem como
ameacada, nem como vulneravel, nem como quase ameacada. Taxa muito difundidos e
abundantes sao incluidos nesta categoria e L. vetulus é considerado abundante em sua
area de distribuicdo e com capacidade de adaptacdo frente as alteracdes antrOpicas
(DALPONTE E COURTENAY, 2004). Entretanto, segundo Lemos et al. (2013), L.

vetulus deveria ser classificada como “Vulneravel”, por razdes inerentes a destruicao do
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bioma Cerrado, que conta com menos de 20% de sua area original e ainda sofre grande
pressdo antropica. Segundo o0s autores, a espécie perderd, pelo menos, 10% de seu
habitat nas proximas trés geracdes (quinze anos). O estudo ainda cita que com
“atropelamentos, mortes por caes domésticos, doencgas, retaliacdo a suposta predacao
de animais domeésticos e alta mortalidade de filhotes/juvenis, o declinio populacional
deve, em uma estimativa conservadora, ter sido de, pelo menos, 30% nos ultimos 15

anos e deve atingir o limite de 30% nos proximos 15 anos”.

A raposa-do-campo figura como um potencial animal simbolo do cerrado
brasileiro, seu endemismo e suas peculiaridades deveriam ser fonte de esforgo para a
manutencdo de pesquisas coordenadas para a geracdo de dados de maior coeréncia
sobre importantes aspectos populacionais, como densidade e distribuicdo. Nao se faz

conservagao sem que tais caracteristicas sejam elucidadas.

2. Objetivos

Esse trabalho teve como objetivo acessar informagdes populacionais de L.
vetulus através da andlise genética do DNA obtido de amostras de sangue que foram
coletadas de individuos in situ em trés regides de fazenda de gado, duas ao sul do
estado de Goias e uma ao norte do estado de Minas Gerais. Como objetivos
especificos temos: 1) Elucidar a variacdo genética da populacdo; 2) Denotar grau de
parentesco entre os individuos; 3) Avaliar a distancia entre os individuos aparentados;
4) Investigar sinal de reducgdo (bottleneck) ou de expansdo populacional; e 5)
Investigar ocorréncia de endocruzamento. Tais objetivos foram avaliados através de
marcadores moleculares de microssatélites. A hipétese nula é a de que devemos
encontrar alta variabilidade genética, devido a aparente grande adaptacéo da espécie
frente a transformag&o do ambiente em sistema agro-pastoris, espera-se encontrar um
baixo grau de parentesco entre os individuos da area, também devido aos
componentes da paisagem que facilitariam o fluxo génico, espera-se, também, ndo se

encontrar nenhum sinal de bottleneck.

3. Material e Métodos

3.1. Areade Estudo

Os animais foram capturados, em fazendas de gado, localizadas nos

municipios de Cumari —GO e Araguari- MG (Figura 3), Brasil Central. Com

21



aproximadamente 90% da vegetacdo sendo formada por pasto (Brachiaria sp.), nos
10% restantes encontra-se algumas areas conservadas, apresentando regifes de
cerrado sensu stricto, Cerraddo, floresta de galeria e florestas semideciduas,
totalizando uma area de 15.000 ha. A figura 4 contrasta a area de estudo com seu
grau de antropizacdo, através de imagens de satélite obtidas pelo GoogleEarth®
podemos ver com maior clareza o ambiente em que as raposas foram capturadas. A
area de estudo mantém aproximadamente 1.700 cabecas de gado (Bos taurus). O
clima tem duas estac6es bem definidas, uma Umida e quente que vai de setembro a
marco, e outra seca e fria, de abril a agosto (Lemos et al 2007). Observacdes em
campo e evidéncias de espécies ndo alvo, capturadas nas armadilhas, indicam a
presenca de diversas espécies no local. Vivendo em simpatria com L. vetulus
podemos citar lobos-guara (Chrysocyon brachyurus), cachorros do mato (Cerdocyon
thous), Jeritatacas (Conepatus semistriatus, Boddaert, 1785), Ongas pardas (Puma
concolor, Linnaeus, 1771), quati (Nasua nasua, Linnaeus, 1766), Irara (Eira barbara,
Linnaeus, 1758), Jaguatirica (Leopardus pardalis, Linnaeus, 1758), tatu peba
(Euphractus sexcinctu), entre outros mamiferos. Evidenciando ainda mais a
importancia de se estudar &reas antropicamente fragmentadas e com alto grau de

exploracao.
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Figura 4. Area de estudo
com maior aproximacao
dos pontos e com imagem
de satélite da paisagem.
As informagbes de cada
ponto pode ser encontrada
na tabela 1.GO= Goias,
MG= Minas Gerais Shapes
obtidos  pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). Imagem
de Satélite obtida pelo
GoogleEarth®
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3.2. Colelade Sangue.’

Os individuos de L. vetulus foram capturados em armadilhas do tipo
tomahawk® (Figura 5), a disposi¢cdo das armadilhas foi determinada apds prévio
estudo com a colocacdo de armadilhas fotograficas e de observagcbes noturnas
realizadas pelo Programa de Conservacdo Mamiferos do Cerrado (PCMC). As
armadilhas foram armadas no final da tarde, aproximadamente as 16 horas. A
checagem das mesmas se deu logo ao amanhecer, a fim de se aproveitar todo o
periodo de atividade de L. vetulus. Ao ser constatado sucesso de captura (Figura 5), a
equipe, com a presenca de, pelo menos, um médico veterinario, avaliava a condicao
de saude do animal. Apds o uso de sedativos, amostras de sangue foram coletadas
em tubos do tipo Vaccutainer®, com EDTA (Figura 6), para evitar coagulagéo, e
depois armazenadas em freezers (-20 °C) até o momento da extracdo do DNA. Foi
obtido um total de 33 amostras, pertencentes a 17 machos e 16 fémeas (tabela 1), os
pontos de captura na area de estudo podem ser observados nas figuras 3 e 4. Todas
as amostras de sangue foram tombadas, sob o coédigo de identificacdo (ID CENAP)
informados na Tabela 1 e armazenadas no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservagdo de Mamiferos Carnivoros (CENAP), centro de pesquisa criado pelo

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)

Figura 5: L. vetulus capturado em armadilha do tipo Tomahawk®. (Foto: André Pereira da Silva)
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em 1994 e, hoje, parte integrante do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIio). Para verificar se todos os individuos pertencem a mesma
populacdo, realizamos um teste de estruturagdo populacional, utilizando o método
Bayesiano, empregado pelo software Structure® 3.3 (PRITCHARD et al 2000) e uma
andlise de correspondéncia fatorial, pelo programa Genetix 4.05 (BELKHIR et al 1996-

2004)

Figura 6: Procedimento de coleta de sangue. (Foto: André Pereira da Silva)

Tabela 1. Informagdes Gerais da Amostras, ID Cenap= Numero de tombamento da amostra no CENAP. Araguari —
MG e Cumari - GO

NUmero ID CENAP Sexo Local GPS (UTM 22k)
1| bPve 354 Macho |Araguari-MG | 784393 7938266
2| bPve 355 Macho |Araguari-MG | 784078 7938234
3| bPve 356 Fémea |Araguari-MG | 786297 7939973
4| bPve 360 Macho Cumari-GO 798456 7967527
5| bPve 361 Fémea Cumari-GO 798955 7967914
6| bPve 363 Macho Cumari-GO 805304 7961499
7| bPve 364 Fémea |Araguari-MG 786032 7939832
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8| bPve 366 Fémea Cumari-GO 805132 7961325

9| bPve 367 Macho |Araguari-MG 784398 7938132
10| bPve 373 Fémea | Cumari-GO 805683 7961785
11| bPve 374 Fémea | Cumari-GO 806845 7967051
12| bPve 375 Fémea | Cumari-GO 808298 7965987
13| bPve 376 Fémea Cumari-GO 808174 7965623
14| bPve 381 Fémea Cumari-GO 805480 7961625
15| bPve 382 Fémea Cumari-GO 808238 7965805
16| bPve 383 Macho Cumari-GO 805700 7961535
17| bPve 384 Macho Cumari-GO 808249 7966006
18| bPve 387 Macho Cumari-GO 808298 7965987
19| bPve 388 Macho Cumari-GO 806845 7967051
20| bPve 389 Macho Cumari-GO 804834 7961470
21| bPve 390 Macho Cumari-GO 807597 7966129
22| bPve 391 Fémea | Cumari-GO 807919 7966044
23| bPve 392 Macho Cumari-GO 805349 7961556
24| bPve 393 Fémea Cumari-GO 805466 7961291
25| bPve 394 Fémea Cumari-GO 800667 7966691
26| bPve 395 Macho Cumari-GO 800030 7969775
27| bPve 396 Fémea Cumari-GO 802026 7969425
28| bPve 397 Fémea Cumari-GO 800310 7967064
29| bPve 400 Macho Cumari-GO 807919 7966044
30| bPve 401 Fémea Cumari-GO 801716 7968390
31| bPve 402 Macho Cumari-GO 801503 7968595
32| bPve 403 Macho Cumari-GO 802303 7968728
33| bPve 370 Macho Cumari-GO 804257 7961870

3.3. Extracdo de DNA.

O DNA das células sanguineas foi extraido seguindo o protocolo de
extragdo de DNA “fenol:cloroférmio:Alcool isoamilico” proposto por Sambrock et al.
(1989). Primeiramente, 100 pL das amostras, pertencentes a cada L. vetulus foram
aliquotadas em tubos de 1,5 mL. Seguem o0s passos realizados em cada aliquota: foi
adicionado 200 pL de um tampéo de lise, composto por Tris HCI (50 mM), EDTA (50
mM), NaCl (100 mM). Depois foi pipetado 20 uL de Dodecil sulfato de sodio 20%
(SDS) e 15 pL de Proteinase K (20 mg/mL). As amostras foram, entdo, vortexadas e
incubadas overnight em um termo bloco Eppendorf Thermostat Plus®, na temperatura
de 55° C, para que houvesse o rompimento das células e a exposi¢cdo do contetdo
citoplasmético. ApoOs esta etapa, em uma capela de exaustéo, foi adicionado 650 pL

de uma mistura contendo Fenol, cloroférmio, alcool isoamilico, na proporcado de
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25:24:1 em partes para cada reagente respectivamente. Assim, a composicao dos
tubos foi misturada por inversao e entédo centrifugadas a 14.500 RPM pelo periodo de
30 minutos. Apoés a centrifugagéo a parte superior do sobrenadante das amostras foi
transferido para novos tubos e foi realizada novamente a pipetagem de fenal,
cloroférmio, &lcool isoamilico, a mistura por inversdo e a centrifugacao.
Posteriormente, retirou-se a parte superior do sobrenadante, e foi adicionado
cloroféormio no mesmo volume do sobrenadante. A composi¢do dos tubos foi misturada
por inversdo e depois centrifugadas a 14.500 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos e adicionou-se 10%, do volume do sobrenadante, de
acetato de sédio 3M (pH 7,0) e 2,5 vezes o0 volume do sobrenadante de etanol
absoluto gelado. As fases foram misturadas por inversdo e armazenadas overnight a -
20° C. Apbs esse periodo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 14.500
RPM. Na préxima etapa o sobrenadante foi descartado, restando somente o pellet.
Adicionou-se, entdo, 600 uL de etanol 70% e centrifugou-se os tubos por 10 minutos a
14.500 RPM. O sobrenadante foi novamente retirado e o Ultimo passo repetido. Ao
final do procedimento, o sobrenadante foi retirado, o tubo é completamente seco,
restando somente o pellet, que continha o DNA. Com os tubos secos, foram
adicionados 100 pyL de agua MiliQ® para eluir o DNA extraido. Ao final, o produto de
extracdo foi quantificado em um biofotbmetro Eppendorf Biophotomer® e

armazenadas a -20° C até o momento da amplificacdo do DNA.

3.4. Amplificagcdo de loci de microssatélites

O DNA extraido foi submetido a ciclos de amplificacdo de fragmentos de
microssatélites (SSR). Para tanto, foi utilizado 10 pares de primers heterélogos
descritos originalmente para cachorro domeéstico (Canis familiaris) por Francisco et al
(1996) (Tabela 2), sendo a regido 5’ do Forward marcada com uma cauda universal de
18 pares de base M13 (TGT AAA ACG ACG GCC AGT), como descrito por Schuelke
(2000), com o intuito de diminuir os custos das amplificacbes. Os primers foram
testados para L. vetulus por da Fontoura-Rodrigues et al (2008). Todos os 10 loci
foram classificados como polimérficos. Os fragmentos amplificados foram marcados
por fluoréforo e os ciclos de amplificacdo foram testados a partir do descrito por
Francisco et al (1996), culminando no seguinte protocolo de amplificagdo: em um
volume final de 10 pL de PCR continha, 4 pL de GoTaq (Promega®) - tampéao Buffer
1x, 0,20 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 1U Taq DNA polimerase -; 0,2 pmol do

primer foward e 0,8 pmol do reverse; 0,2 pmol de primer fluoréforesencete; 50 ng de
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DNA e agua deionizada MiliQ®. Cada ciclo de amplificacdo foi realizado em um
termociclador da seguinte maneira: Um ciclo inicial de desnaturacdo a 94° C por 1
minuto, 29 ciclos de amplificagdo que compreendiam (94° C por 1 minuto, anelamento
a 58° C por 45 segundos e extensdo de 74° C por 1 minuto), seguido por 8 ciclos
especificos para a amplificagdo da “cauda” M13, determinado por 94° C por 30
segundos, anelamento a 53° C por 45 segundos e extensdo a 72° C por 45 segundos.
Por fim, a extensao final foi realizada a 74° C por 5 minutos.

Tabela 2 Seqtiéncias foward e reverse dos pares de primers de microssatélites isolados para C. familiaris (Francisco
etal.,, 1996

Sequéncias

Primer Forward Reverse
2001 TCCTCCTCTTCTTTCCATTG TGAACAGAGTTAAGGATAGACAC
2004 CTAAGTGGGGAGCCTCCT ACTGTGACCTACTGAGGTTGCA
2006 TGGGGGCGTTAAGAGTAA CTAGGCCTAAACCCCTGAGC
2010 AAATGGAACAGTTGAGCAT CCCCTTACAGCTTCATTTTCC
2054 GCCTTATTCATTGCAGTTAG ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC
2088 CCCTCTGCCTACATCTCT TAGGGCATGCATATAACCAGC
2137 GCAGTCCCTTATTCCAACA CCCCAAGTTTTGCATCTGTT
2132 CACTGGGAGTGGAGACTG TGCACAGCCAACTAGAGGTG
2140 GGGGAAGCCATTTTTAAA TGACCCTCTGGCATCTAGGA
2159 GAATCCCACATCGGGC ATTAAGTTTTGAAAGCCAGGTAAG

Apés as reagdes, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (1%)
para se evidenciar a correta amplificacdo dos fragmentos de microssatélites. Os
fragmentos amplificados pelos primers 2054, 2137, 2132, 2088, 2140 e 2001 foram
genotipados em sequenciador automatico MegaBACE ET-550R Size Standard
(Amersham Biosciences) pela empresa DNA Consult (S&o Carlos, SP, Brasil). Os
eletroferogramas das genotipagens foram analisados no programa MegaBaceTM
Fragment Profiler (GE Healthcare Life Sciences). Ja os fragmentos amplificados pelos
primers 2006, 2159, 2004, 2010, foram genotipados na empresa Macrigen Inc (Coréia
do Sul) usando o sequenciador ABI3730XL (Applied Biosystems), os eletroferogramas

foram analisados pelo programa Geneious R6 (Biomatters Ltd)
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3.5. Analise da diversidade genética

Durante o processo de genotipagem e leitura dos genotipos, alguns erros
podem ocorrer. Um desses erros se configura na presenca de alelos nulos e stutering.
Estimamos a presenca de tais erros pelo software Micro-Checker 2.2.3
(OOSTERHOUT et al., 2004).

O calculo de PIC (Polymorphism Information Content) foi realizado pelo
software CERVUS 3.0.6, descrito por Marshal et al. (1998). O PIC foi introduzido por
Botstein et al. (1980), descrevendo a utilidade de um marcador genético. Assim sendo,
os loci com valores de até 0,25 sao considerados pouco informativos, de 0,25 a 0,5
sdo razoavelmente informativos e maiores que 0,5 s8o considerados altamente

informativos

O teste para desequilibrio de ligacdo foi obtido usando o programa
Genepop 4.2.2 (RAYMOND E ROUSSET, 1995), verificando-se se a frequéncia
observada da combinagéo alélica entre dois loci é igual a esperada de segregacao
independente. Para que os loci estudados sejam informativos eles devem apresentar
segregacdo independente. Utilizamos a corre¢cdo de Bonferroni (RICE, 1989), para

corrigir os intervalos de significancia.

O numero de alelos (Na), Namero efetivo de alelos (Ne), heterozigosidade
esperada (He) e heterozigosidade observada (Ho) foram calculados pelo programa
GeneAlex 6.5 (PEAKALL E SMOUSE, 2006). Esses dados correspondem
efetivamente a diversidade genética da populacao.

Valores de riqueza alélica (Ra), coeficiente de endogamia (Fis) e suas
respectivas significancias quanto ao déficit (pLarger) e excesso (pSmaller) de

heterozigotos foram calculados pelo programa FSTAT (GOUDET, 1995).

O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e seus valores para déficit
(EHWD) e excesso (EHWE) de heterozigotos foi realizado pelo programa Genepop.
Os intervalos de significancia foram corrigidos através da correcdo sequencial de
Bonferroni (RICE, 1989). Como espera-se que o0s marcadores moleculares de

microssatélites utilizados neste trabalho sejam neutros, é muito importante que os loci
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se encontrem em EHW, pois, os mesmos, ndo podem estar sofrendo influéncias de

forcas evolutivas, como a selegéo natural e sexual e deriva genética.

A presenca de gargalo populacional foi verificada pelo programa
Bottleneck 1.2.02 (PIRY et al., 1999)

O célculo do tamanho efetivo populacional foi realizado pelo software Ne
estimator 02.1 (DO et al.,, 2014), utilizando-se trés métodos, um baseado no
desequilibrio de ligacdo, outro no excesso de heterozigotos e um ultimo por
coancestria molecular. O tamanho populacional efetivo foi calculado levando-se em
consideracao hipéteses de cruzamento ao acaso e de monogamia. Como a literatura a
respeito do comportamento social de L. vetulus encontra consenso na opinido de que
se trata de um animal monogamico, resolvemos por enfatizar, como mais préoximo da

realidade o resultado encontrado pela hip6tese monogamica

E muito comum utilizar dados de microssatélites para se estimar as
relacbes genealdgicas ou o parentesco entre individuos de pais desconhecidos
(BLOUIN, 2003). Para este fim, utilizamos duas diferentes abordagens, a fim de se
chegar em uma relacdo de parentesco consenso. A primeira foi realizada com o
programa ML-Relatedness (KALINOWSKI et al., 2006) que é um software que, ao
mesmo tempo, calcula uma estimativa de parentesco de méxima verossimilhanca, que
apresenta uma menor média de erro do que os outros estimadores (MILLIGAN, 2003)
e acomoda alelos nulos, comuns em estudos com microssatélites. A segunda
abordagem foi através de observacdes de campo, realizadas pelo PCMC, que, ha dez

anos, realiza um extenso trabalho com as raposas do campo.

4. Resultados.

As analises de estruturacao populacional, realizadas pelo método
Bayesiano e pelo método de correspondéncia fatorial, indicaram que todos os
individuos do estudo pertencem a mesma populacdo, como pode ser visto nas figuras
7e8.
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Nossas andlises demonstraram a presenca de alelos nulos nos loci 2001,

2140 e 2159 (Tabela 3). Para todos os loci h& indicios de excesso de homozigotos

como provavel explicacao para a presenca de alelos nulos.

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

1(1)
901

5 33(1) BN

41 29(1

2 5 7
I 288N

26(1) 27(1)  18(1)

24 3 141 11D

16(1)  13(1) _ 17(1)
1501 1210 22(D

10(1) 18{1) 32013 21(1)

3001 2001 23D

Figura 7. Grdfico de barras fornecido pelo programa Structure (K=2), evidenciando a presen¢a de apenas uma

populagdo.
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Figura 8. Andlise de correspondéncia fatorial, podemos ver que hd a presen¢a de somente um grupo.

Tabela 3. Estimativa da taxa de alelos nulos, de acordo com os métodos utilizados pelo programa
Microchecker.

locus Alelos Oosterhout |Chakraborty Brookfield | Brookfield
nulos 1 2

2001 Sim 0,2536 0,3545 0,2073 0,2652
2054 Nao 0,0036 0,0044 0,0038 0,088

2088 Nao 0,0507 0,0561 0,0474 0,1191
2137 Nao 0,0119 0,0156 0,0145 0,1253
2132 Nao -0,0727 -0,0465 -0,0415 0,0669
2140 Sim 0,0768 0,0828 0,0722 0,0722
2006 Nao 0,0373 0,051 0,0448 0,1593
2159 Sim 0,2468 0,3314 0,2276 0,491

2004 Nao -0,1079 -0,0862 -0,0845 0,1732
2010 Nao 0,0391 0,0477 0,0423 0,0423
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Apbs correcdo de Bonferroni ndo houve evidéncia de desequilibrio de

ligacdo para nenhum loci.

ApoOs correc@o sequencial de Bonferroni, os loci 2001, 2006, 2159 2140 e
2010 apresentaram desvio significativo ao equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4). Ao
se observar estimativas do EHWD notamos que um déficit de heterozigotos explicaria
o resultado para todos eles. J4 os loci 2137 e 2004 aparecem fora do equilibrio de
Hardy-Weinberg porém, sem relacdo com déficit (EHWD) ou excesso (EHWE) de
heterozigotos. Os resultados foram reanalisados, utilizando como pardmetro o
coeficiente de endogamia (Fis). Associando-se os valores significativosde Fis com
seus respectivos pLarger e pSmaller, chega-se a conclusédo de que, somente pode-se
explicar por déficit de heterozigotos os desvios no EHW encontrados nos loci 2001 e
2159. Nenhum dos desvios encontrados nos outros loci pode ser explicado pelo
excesso ou déficit de heterozigotos, segundo o analisado pelo coeficiente de

endogamia.

O contetdo de informagédo polimérfica (PIC) foi considerado altamente
informativo para todos os loci, com um valor médio de 0,796. Nenhum loci apresentou
valor de PIC abaixo de 0,5 (Tabela 5).

Tabela 4. Dados relacionados a analise de EHW. EHWD= Valor de P para déficit de Heterozigotos, com intervalo de
confianca de 0,005< a > 0,5; EHWE: Valor de P para excesso de Heterozigotos, com intervalo de confianga de 0,005<
a > 0,5. EHW= Valor de P para o EHW, com intervalo de confianga de 0,005< a > 0,5 Fis= Coeficiente de
Endocruzamento; plarger= Valor de P para excesso de heterozigotos, com intervalo de confianga de 0,5%;
pSmaller= Valor de P para déficit de heterozigotos, com intervalo de confianca de 0,5%

Locus | EHWD | EHWE | EHW Fis pLarger | Psmaller
2001 | 0,0000 | 1,0000 | 0,0000 | 0,535 | 0,005 | 1,0000
2054 | 0,0689 | 0,9466 | 0,2111 | 0,025 | 0,485 | 0,6950
2088 | 0,1006 | 0,9266 | 0,3000 | 0,122 | 0,135 | 0,9350
2137 | 0,1378 | 0,8003 | 0,0001 | 0,047 | 0,285 | 0,8500
2132 | 0,0393 | 0,9482 | 0,1997 | -0,082 | 0,925 | 0,2050
2140 | 0,0034 | 0,9993 | 0,0529 | 0,168 | 0,015 | 1,0000
2006 | 0,0000 | 1,0000 | 0,0168 | 0,113 | 0,065 | 0,9900
2159 | 0,0000 | 1,0000 | 0,0000 | 0,512 | 0,005 | 1,0000
2004 | 0,3202 | 0,6676 | 0,0002 | -0,171 | 0,995 | 0,0250
2010 | 0,0050 | 0,9997 | 0,0103 | 0,106 | 0,500 | 0,9800

Média | 0,068 | 0,929 | 0,079 | 0,138 0,342 0,768
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Tabela 5. Caracteristicas dos Loci analisados. N=Numero de individuos; Na= Numero de Alelos; Ne= Numero efetivo
de Alelos; RA= Riqueza Alélica; Ho= Heterozigosidade observada; He= Heterozigosidade esperada; PIC= Conteudo de
Informagdo Polimérfica; PB= Tamanho do Loci, em pares de base.

Locus N Na Ne RA Ho He PIC PB

2001 32 9,000 | 2,905 8,372 0,313 0,656 | 0,627 |116-176
2054 32 9,000 | 4,719 8,923 0,781 0,788 | 0,761 |148-184
2088 32 7,000 | 5,107 6,967 0,719 0,804 | 0,778 |108-148
2137 31 18,000 | 9,856 | 16,928 | 0,871 0,899 | 0,891 |[120-352
2132 32 12,000 | 3,850 | 10,809 | 0,813 0,740 | 0,708 |112-196
2140 33 13,000 | 9,470 | 12,523 | 0,758 0,894 | 0,885 |100-180
2006 31 14,000 | 7,015 | 13,256 | 0,774 | 0,857 | 0,843 |100-248
2159 26 13,000 | 6,347 | 13,000 | 0,423 0,842 | 0,826 |108-284
2004 28 8,000 | 5,297 7,925 0,964 | 0,811 | 0,786 |268-296
2010 33 12,000 | 7,510 | 11,107 | 0,788 0,867 | 0,852 |140-352
Média | 31,000 | 11,500 | 6,208 | 10,981 | 0,720 | 0,816 | 0,796

Os dados de diversidade genética podem ser encontrados na tabela 5. O
nuimero médio de alelos encontrados nos individuos estudados foi de 11,5. Variando
de 7 alelos, para o locus 2088 até 18 alelos, para o locus 2137. Ja para o numero
efetivo de alelos (Ne), a variacdo foi menor, de 2,905 alelos, para o locus 2001, até
9,856 alelos, para o locus 2137. A média de Ne encontrada foi de 6,208 alelos nos
individuos presentes nesta area de estudo. Em relacdo a riqueza alélica (Ra), temos
um valor médio de 10,981, este dado leva em considera¢do ndo somente a frequéncia
dos alelos encontrados, mas também seu grau de raridade. A heterozigosidade
esperada (He) é de 0,816, contrastando com uma heteozigosidade observada (Ho) de
0,720. O que denota um déficit de heterozigotos, como ja sugerido pelos valores de
Fis e os testes de EHW.

N&o encontramos nenhuma evidéncia de gargalo populacional. O que ja
era esperado a partir dos dados de diversidade genética supracitados, haja vista que
0S mesmos hao correspondem ao comumente encontrado em populacdo que

passaram por gargalos populacionais recentes.

Pela hip6tese monogamica, o tamanho efetivo populacional, com um
intervalo de confianca igual a 0,01, calculado € de 133,7. J& para a hipGtese de

cruzamento ao acaso, o Ne, com 0,01 de intervalo de confianca é igual a 42,1. Ambas
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analises foram realizadas pelo método de desequilibrio de ligacdo, que melhor

funciona para pequenas amostragens e baixa quantidade de loci.

As estimativas de parentesco foram avaliadas pelo software ML-

Relatedness e, quando possivel, foram comparadas com as estimativas obtidas pelo

PCMC (tabela 6).

Tabela 6. Atribuicdo de relagdes de parentesco entre os individuos estudos. MLR= Atribuicdo realizada pelo
programa ML-Relatedness; PCMC= Atribuigdo realizada pelos trabalhos de observagdao de Programa de Conservagao
Mamiferos do Cerrdo; PO = Parent/Offspring; FS= Full Siblings; HS = Half Siblings R= Relacionamento desconhecido.
*E**k*= Auséncia de hipdtese sobre relacionamento.

Ind1 ind2 MLR PCMC
bPve 354 | bPve 394 FS ko
bPve 355 | bPve 361 HS ko
bPve 356 | bPve 376 HS ko
bPve 356 | bPve 383 HS ko
bPve 356 | bPve 387 HS ko
bPve 360 | bPve 396 FS PO
bPve 360 | bPve 397 HS PO
bPve 361 | bPve 364 HS ko
bPve 361 | bPve 382 HS ko
bPve 361 | bPve 395 HS ko
bPve 361 | bPve 370 HS ko
bPve 363 | bPve 381 HS PO
bPve 364 | bPve 393 HS ko
bPve 366 | bPve 374 HS ko
bPve 366 | bPve 390 HS ko
bPve 366 | bPve 391 HS ko
bPve 373 | bPve 392 FS PO
bPve 373 | bPve 381 HS PO
bPve 373 | bPve 388 HS PO
bPve 373 | bPve 393 HS ko
bPve 373 | bPve 401 HS ko
bPve 373 | bPve 383 PO PO
bPve 373 | bPve 389 PO ko
bPve 373 | bPve 375 U PO
bPve 374 | bPve 375 HS ko
bPve 374 | bPve 382 HS ko
bPve 374 | bPve 384 HS ko
bPve 374 | bPve 387 HS ko
bPve 374 | bPve 376 U FS
bPve 375 | bPve 376 HS FS
bPve 375 | bPve 382 HS PO
bPve 375 | bPve 384 HS PO
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bPve 375 | bPve 391 HS PO
bPve 376 | bPve 382 HS ko
bPve 376 | bPve 384 HS Fkkok
bPve 376 | bPve 391 PO ko
bPve 381 | bPve 383 FS FS
bPve 381 | bPve 388 FS FS
bPve 381 | bPve 389 FS Fkkok
bPve 381 | bPve 397 HS ko
bPve 382 | bPve 387 HS PO
bPve 382 | bPve 391 HS ko
bPve 382 | bPve 384 PO FS
bPve 383 | bPve 388 FS FS
bPve 383 | bPve 389 HS ko
bPve 383 | bPve 389 HS ko
bPve 383 | bPve 392 HS PO & HS
bPve 383 | bPve 363 U PO
bPve 384 | bPve 391 FS PO & HS
bPve 384 | bPve 387 HS PO
bPve 384 | bPve 389 HS ko
bPve 388 | bPve 392 FS HS
bPve 388 | bPve 393 HS ko
bPve 388 | bPve 363 U PO
bPve 389 | bPve 363 U R
bPve 389 | bPve 393 HS ko
bPve 392 | bPve 381 U HS
bPve 394 | bPve 397 HS ko
bPve 394 | bPve 360 U PO
bPve 395 | bPve 360 U PO
bPve 395 | bPve 394 U FS
bPve 396 | bPve 397 FS FS
bPve 396 | bPve 401 HS ko
bPve 397 | bPve 401 HS ko
bPve 397 | bPve 402 HS ko
bPve 401 | bPve 403 PO ko
bPve 401 | bPve 375 U PO
bPve 401 | bPve 395 U PO
bPve 401 | bPve 402 U FS
bPve 402 | bPve 375 U PO
bPve 402 | bPve 395 U PO

Tabela 7. Célculo da média de distancia entre os individuos e seus aparentados. ID CENAP= Cédigo de tombamento
no CENAP; DR= Média da distancia entre um individuo e seus parentes; DPI= Média da distancia entre um individuo
e seus Pais/Irm3os completos; DFPI= Média da distdncia entre as fémeas e seus pais/irmdos completos; DMPI=

Média da distancia entre os machos e seus pais/irmaos completos.

Ntmero |ID CENAP | DR (km) | DPI (km) | DFPI (km) | DMPI (km)
1|bPve03ss| 346 | 346 | 424 | 381
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2 | bPve0355 35 0
3| bPve0356 33,9 0
4 | bPve0360 1,54 4,27
5| bPve0361 17,86 0
6 | bPve0363 1,73 0
7| bPve0364 31,65 0
8| bPve0366 5,93 0
9| bPve0367 0 0
10 | bPve0373 2,03 1,52
11 | bPve0374 1,98 0
12| bPve0375 0,37 0
13 | bPve0376 6,19 0,52
14| bPve0381 2,17 2,28
15| bPve0382 1,8 0
16 | bPve0383 0,31 2,137
17| bPve0384 1,55 0,664
18 | bPve0387 12,63 0
19 | bPve0388 4,95 5,93
20 | bPve0389 1,54 0,82
21| bPve0390 5,7 0
22 | bPve0391 1,49 0,435
23| bPve0392 1,70 0,43
24 | bPve0393 7,75 0
25| bPve0394 8,76 34,6
26 | bPve 395 0,44 0
27 | bPve0396 2,76 3,6
28 | bPve0397 2,89 3
29 | bPve0400 0 0
30 | bPve0401 1,87 0,7
31 | bPve0402 0,5 0
32| bPve0403 0,704 0,704
33| bPve0370 8,4 0
Média 7,29 2,92
5. Discusséo

Apesar de alguns loci apresentarem alelos nulos (Tabela 3) e outros
desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), mesmo apds corre¢do sequencial de
Bonferroni, todos os 10 loci utilizados neste trabalho se mostraram eficientes para o
estudo de genética de populacdes. Tomamos por decisdo manter todo os loci em
guestdo, dado o fato de que outros provaveis fatores podem causar o0 excesso de

homozigotos responsavel por tais resultados, como, por exemplo, o baixo tamanho
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amostral, selecdo sexual e efeito Wahlund (que pode elevar a proporcdo de
homozigotos em uma subpopulacdo mesmo que ela se encontre em panmixia). Apos
correcdo de Bonferroni, nenhum loci se encontrou em desequilibrio de ligagdo. Em
relacdo ao contetdo de informacdo polimorfica, todos os loci sdo altamente
informativos. Assim sendo, o desenvolvimento do proposto nos objetivos deste
trabalho é factivel utilizando-se dos supracitados marcadores moleculares.

Para os dados de diversidade genética encontrados, o grupo de individuos
analisados neste estudo apresentou valores relativamente altos de heterozigosidade
esperada (He) e observada (Ho), correspondentes a 0,816 e 0,720 respectivamente.
Esses valores sdo maiores do que o esperado para populacdes naturais em perigo de
extingdo (FRANKHAM et al. 2008). Gottelli et al (1994), estimou He e Ho para Canis
simensis (Ruppell, 1840), o lobo da etibpia, espécie ameagada de extincdo e
encontrou valores médios iguais a 0,355 e 0,304 respectivamente. lyengar et al
(2005), demonstrou baixos niveis de heterozigosidade também para uma populagdo
de Cuon alpinus (Pallas, 1811), o cdo selvagem asiatico, também ameacado, que
apresentava valores médios de He e Ho iguais a 0,520 e 0,540, respectivamente. Os
dados de heterozigosidade deste trabalho, sdo compativeis com o encontrado para
outras espécies de canideos do cerrado brasileiro, como com C. brachyurus (He=
0,715 e Ho=0,748) (LION E MARINHO FILHO, 2007), com C. thous (He= 0,740) e com
L. vetulus (He= 0,812) (DA FONTOURA RODRIGUES et al., 2008). Os relativos altos
valores de heterozigosidade aqui mostrados devem ser avaliados com cautela, uma
vez que, como demonstrado por dados recentes, o conflito com humanos e a
destruicdo do cerrado, em estimativas conservadoras, pode ter levado a uma
diminuicdo de 30% na populacédo de raposas do campo nos ultimos 15 anos (LEMOS
et al., 2013). Assim sendo, a manutencdo de altos indices de heterozigosidade,
provavelmente, se deve ao pequeno periodo de tempo em que a espécie tem sido
afetada por fatores antropicos, tendo em vista que a fragmentacdo do cerrado se
confunde com o periodo de expanséo agricola neste bioma, em meados da década de
50. O que pode néo representar tempo o suficiente para se verificar os efeitos na
diversidade genética de uma populacdo. Soma-se a este fato que, estudos em
genética da conservacao fazem maior sentido quando passiveis de comparacdes dos
dados de diversidade genética com outras popula¢des da mesma espécie, o0 que ainda

€ uma lacuna para L. vetulus.
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Encontramos, também, um alto numero de alelos neste estudo, com um valor médio
de 11,5 alelos por locus (Tabela 5). Segundo Frankham et al. (2008), popula¢gbes em
perigo, apresentam, geralmente, pouco mais de dois alelos por locus. No trabalho
realizado por lyengar et al (2005), C. alpinus apresentou um valor médio de 3,81 alelos
por locus no Santuério da Vida Selvagem de Mudummalai (india) e um valor médio de
apenas 1,38 alelos por locus no Parque Nacional de Baluran (Java).

O calculo do tamanho efetivo populacional (Ne), realizado neste estudo,
resultou em um valor de 133,7 individuos, com um intervalo de confianca de 99%. O
Ne calculado costuma representar 10% da populagdo real, a qual explicaria a
diversidade genética encontrada (PALSTRA E RUZZANTE, 2008). Assim sendo,
possivelmente, a populacdo, na qual os individuos presentes neste estudo, esta
inserida pode alcancar valores de 1.300 individuos. NUmero que ndo necessariamente
€ considerado alto, levando em consideragdo que, em um pequeno espago de,
aproximadamente, 15.000 ha, mais de 40 raposas foram capturadas e observadas no
periodo de dois anos. Aparentemente, poucas barreiras sdo capazes de realmente
impedir o fluxo génico de L. vetulus e a baixa densidade populacional humana,
somada com um alto indice de areas rurais presentes na regido centro oeste do Brasil,
pode alocar esses possiveis 1.300 individuos, trocando material genético, em uma
area que pode ser extremamente extensa. Uma vez que, melhores dados de
dispersdo sejam gerados, seremos capazes de estimar o tamanho da area na qual a

real populacédo esta inserida.

Um total de 33 individuos capturados foram analisados neste trabalho.
Deste total, temos uma propor¢cdo de, praticamente, 1:1 entre machos e fémeas
(Tabela 1). Nossa andlise de parentesco demonstrou, primeiramente, que 0 rio
Araguari, aparente barreira fisica e marco divisor dos estados de Goias e Minas
Gerais, ndo impede o contato entre raposas das duas areas. O que pode ser
constatado pelo fato de o individuo bPve 354, capturados em Minas Gerais, tém
parentesco com diversos individuos da regido de Goias, como pode ser visto nas
tabelas 6 e 5 e na imagem 3. Este é um importante dado de dispersdo, uma vez que,
ndo existe na literatura indicacdes de que Pais e filhos e irmaos completos possam se
afastar tanto, Na tabela 6 podemos notar que individuos aparentados encontram niveis
de distancia que vado dos 35 km até, somente, 54 metros entre si. A média de

distancia, que individuos aparentados (DR) foi de 7,29 km.
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O Grau de parentesco “irmaos completos” (Full Siblings — FS) ndo pode
ser facilmente diferenciado do “pais e filhos’ ( Parents and Offspring — PO), devido a
probabilidade de pais e filhos compartiiharem a mesma percentagem de material
genético que irmdos completos. Pequenos erros de genotipagem podem classificar
relacbes de PO como FS e vice versa. Por isso, somente quando somadas as
estimativas do PCMC e da andlise visual, que pudemos determinar, com maior
acurécia, qual a correta relacdo de parentesco.

O dado de afastamento entre parentes pode se tornar um tanto quanto
subjetivo na medida em que o grau de relacionamento diminui. Grandes distancias
entre meio irmaos (HS) pode néo ser tdo representativa da capacidade de dispersao e
movimentacdo da espécie, uma vez que envolve, ao mesmo tempo, a movimentagéo
de um dos pais ou ambos pais, e a movimentagdo de cada irmdo separadamente. Se
olharmos as distancias entre parentes préximos, como pais e filhos (PO) e irméos
completos (FS) o dado de dispersdo e movimentag&o se torna mais objetivo. Uma vez
que, nesses casos, a distancia entre dois individuos depende somente da
movimentacdo de ambos e ha a certeza de que ja estiveram juntos, no mesmo local
durante uma mesma época. Temos que a distancia entre dois individuos altamente
aparentados (DPI), PO e FS, variou de 248 m até 34,6 km.

Ainda conjecturando a respeito da capacidade de disperséo de L. vetulus,
podemos observar que o individuo macho bPve 354, capturado em Minas Gerais,
apresentou uma distancia de 34,6 km com o individuo fémea bPve 394, capturado em
Goias. Nossa analise de parentesco demonstrou que esses individuos sdo altamente
aparentados (FS). Apesar de ndo sermos capazes de inferir qual individuo percorreu
uma maior distancia, pois, ndo sabemos o local de nascimento dos mesmos e henhum
dos dois apresenta relagcdes mais intimas do que meio irmdos (HS) com os outros
individuos da area, podemos ter uma ideia de potencial de afastamento entre dois L.
vetulus nascidos no mesmo local. Nao ha indicacbes na literatura sobre dispersédo de

juvenis machos e fémeas.

As raposas bPve 367 e bPve 400 ndo apresentaram nenhum nivel de
relacionamento com nenhum individuo capturado neste estudo (Tabela 6). Isso indica
que nado sdo pertencentes a area de estudo. Este dado € de extrema importancia e
corrobora o potencial dispersor jA denotado pelas andlises de distancia e pelo

tamanho populacional efetivo calculado com base na diversidade genética encontrada.
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Individuos provenientes de outras areas sdo determinantes no processo de evitacdo
de endogamia. Assim como essas duas raposas-do-campo, provenientes de outras
areas, alcancaram os individuos da area de estudo em questdo, o0 inverso pode
acontecer. Resta esclarecer o real potencial dispersor da espécie, assim como
diferencas sexuais nesse potencial. J& temos conhecimento que, esses individuos

novos podem ter percorrido distancias maiores de 30 km até serem capturados.

6. Concluséao

Lycalopex vetulus é um dos canideos menos estudados do mundo. A falta
de dados a despeito de sua organizacao social, diversidade genética e ontogenia faz
com que se torne dificil a tomada de corretas decisdes conservacionistas para esta
espécie. A iniciativa do ICMBIio em classificar L. vetulus no estado de vulneravel se da
por inferéncia diretamente proporcional aos distarbios antrépicos causados no cerrado,
ambiente no qual a raposa reside. Porém, ainda precisamos entender se o0s
favorecimentos, ocasionados pela simplificagdo ambiental, como a diminuicdo da
densidade de competidores (C. thous e C. brachyurus) e o0 aumento da disponibilidade
de térmitas sédo o suficiente para se sobrepor aos efeitos negativos ocasionados pela
presenca do homem, como atropelamentos, morte por cdes domésticos, perseguicao
por humanos e envenenamento. Dificilmente havera extrema vantagem em ambientes
simplificados, pois, evolutivamente, a espécie jA se encontra adaptada a viver no
bioma Cerrado. A densidade de competidores ja € virtualmente evitada por
diferenciacdo de nicho e ambientes naturais de cerrado ja apresentam cupinzeiros o
suficiente para a manutencdo de tamanhos populacionais viaveis para a raposa-do-

campo.

Nosso estudo mostrou que o uso de marcadores moleculares de
microssatélites é atil na determinacdo de importantes dados com prospecgao
ecoldgica. Além disso devemos, sempre que possivel, aliar informacdes genéticas
com dados ecoldgicos, a fim de se obter uma maior acuracia em nossos resultados. A
crua analise de genotipos, sem um prévio conhecimento da ecologia comportamental
e da area de estudo em que a espécie foco se encontra ndo apresenta a mesma

efetividade do que agueles com mudltiplas abordagens.

Os altos niveis de diversidade genética encontrados neste trabalho nao

devem ser interpretados como se a raposa-do-campo ndo precisasse de medidas de
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protecdo. Dados suplementares sugerem que esta espécie vem sendo deflagrada em
seu habitat, por fatores diretos, como morte por conflitos com humanos, e indiretos,
como a destruicdo e fragmentacdo de seu habitat, o Cerrado. Ademais, dificiimente
vemos espécies se extinguindo devido a baixa diversidade genética. Até que tal fato
ocorra, normalmente, outros fatores de maior impacto sdo responsaveis por eventos
de extingbes. A manutencéo de altos niveis de diversidade genética se deve também a
um favorecimento intrinseco ao comportamento ecolégico da raposa, configurado em
evitagdo de competicdo, acentuada capacidade de dispersao, baixos niveis de
endogamia e grandes areas de vida.

As relacbes de parentesco aqui estabelecidas deixam claro que os
softwares utilizados ndo séo capazes de definir com extrema acuracia relacdes entre
individuos dos quais ndo se tem nenhuma informacgéo de parentesco a priori. O ML-
Relatedness é capaz de demonstrar a existéncia de parentesco na grande maioria dos
casos, mas a definicdo precisa do parentesco nem sempre é clara. A melhor maneira
€ a associacdo dos dados genéticos, analisados em programas de computador e
visualmente, com dados de observac¢des de campo, desde que realizados por grupos
com expertise no animal alvo. Nossa definicdo das relagbes de parentesco pdde
estabelecer indicagbes do potencial de dispersdo da espécie, dado escasso na
literatura. Pela primeira vez foram encontrados individuos aparentados, mais de 30 km
distantes entre si. Canideos sdo dotados de extrema plasticidade e variagdo em
relacdo ao seu comportamento social. Entender como eles se movimentam, como
dispersam e se ha diferengcas marcantes entre machos e fémeas é determinante no

estudo de biologia da conservagao.

A alta diversidade genética e 0s baixos niveis de endogamia sao
indicacfes otimistas para a conservagdo da raposa-do-campo. Uma vez que nao se
faz necessario nenhuma medida imediata de aumento do fluxo génico para esta
regido. Devendo-se focar em solugdes mais voltadas para educacado ambiental, a fim
de se permitir a coexisténcia com humanos. O tamanho populacional efetivo estimado
provavelmente ndo corresponde a uma quantidade de individuos suficientemente
grande para a manutencgéo da diversidade genética hoje encontrada, devido ao grande

potencial de &rea de vida a ser utilizada pela espécie.

Mais importante do que conservar espécies alvo € conservar 0s biomas.

Uma vez que o convivio sustentavel seja estabelecido entre centros urbanos, areas
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rurais e areas nativas, medidas infimas de conservacdo deverdo ser estabelecidas
para se manter a biodiversidade. L. vetulus é uma 6tima espécie bandeira para a
protecdo do Cerrado. Endémica deste bioma, carismética e de ampla distribui¢éo,
pode contribuir para que a conservacao do cerrado seja amplificada.
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