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APRESENTACAO

Ha exatos dezenove anos, mais precisamente na data de 21 de junho de 2000,
um dos anuncios mais esperados nos ultimos tempos pela comunidade cientifica era
feito: simultaneamente nos Estados Unidos e em Londres o presidente Bill Clinton e o
primeiro ministro Tony Blair divulgaram, o que segundo eles seria uma nova era para
a humanidade, o sequenciamento do genoma humano. O “rascunho da vida” como
denominaram traria novas expectativas quanto a doencas incuraveis, desafios éticos,
novas propostas tecnolbgicas para a pesquisa, mas principalmente uma acessibilidade
muito maior ao conceito de genética para a populagao.

Desde entdo uma revolucdo molecular péde ser observada, novos conceitos
adentraram as salas de aula, novos equipamentos evoluiram os laboratérios de
pesquisa, novos e milhares de artigos passaram a publicar quase que “em tempo real”
as descobertas no campo ambiental, microbioldgico, industrial e da saude. Podemos
dizer também que a genética chegou como nunca as mesas das familias, deixando de
ser um assunto apenas dos cientistas.

Portanto a literatura aqui apresentada e intitulada “Conceitos basicos da
genética” torna-se relevante ndo apenas por abordar assuntos relativos a comunidade
académica, mas principalmente por demonstrar a diversidade de areas que hoje utilizam
das ferramentas genéticas e moleculares em seus estudos que estdo diretamente
relacionados ao dia-a-dia da populagao.

Cada vez mais, o acelerado mundo das descobertas cientificas caminha a passos
largos e rapidos no sentido de transformar a pesquisa basica em aplicada, portanto €
relevante destacar que investimentos e esforcos nessa area contribuem grandemente
com o desenvolvimento de uma nacgéo. A genética como sabemos possui um campo
vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com 0s
avancos cientificos e tecnolégicos.

Esperamos que seja apenas o primeiro de muitos outros livros na area, ja que a
cada dia novas tecnologias genéticas tornam-se acessiveis e novas descobertas sao
possiveis. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada a resultados
promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento seja
difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.
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CAPITULO 4

ANALISES GENETICAS NAO INVASIVAS E SUA
CONTRIBUICAO PARA A GENETICA DA CONSERVAGCAO DE

Andiara Silos Moraes de Castro Souza
Universidade Federal de Sado Carlos, UFSCar,

Departamento de Genética e Evolugao, Sao
Carlos, SP.

Bruno Henrique Saranholi
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RESUMO: O estudo genético de animais de
dificil acesso, com habitos elusivos e noturnos
tem sido facilitado por meio das analises
genéticas nao invasivas, por exemplo, utilizando
fezes obtidas no campo. Este tipo de amostra
se torna ainda mais importante quando se
trabalha com animais ameacgados, permitindo
obter dados populacionais de demografia,
razao sexual, parentesco, diversidade genética,
diferenciacao populacional e fluxo génico.
Muitos felinos se encontram atualmente
ameacados ou vulneraveis, principalmente
devido a fragmentacao e reducao de habitats.
Populacées isoladas diminuem o fluxo génico
com outras populacdes e podem aumentar a
taxa de deriva genética e endogamia, podendo a
longo prazo serem extintas no ambiente natural.

Conceitos Basicos da Genética

FELINOS BRASILEIROS

Por isso, técnicas de amostragem nao invasiva
de felinos estao sendo cada vez mais utilizadas,
com o intuito de detectar dados populacionais
que possam ajudar na conservagcdo destas
espécies. Este capitulo apresenta aspectos
basicos da Genética da Conservacdo e um
levantamento de estudos de casos em felinos
brasileiros, que usaram amostragem nao
invasiva para obter informacgbes fundamentais
sobre a ecologia, biologia e genética, como
subsidio para a conservacgéo e preservagcao em
longo prazo desses animais.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores moleculares,

Felidae, gatos, fezes.

ABSTRACT: Genetic studies of animals with
elusive and nocturnal habits has been facilitated
through noninvasive genetic analyses using, for
instance, feces obtained in the field. This type
of sample becomes even more important when
working with endangered animals, allowing us
to obtain population data from demographics,
sex ratio, kinship, genetic diversity, population
differentiation and gene flow. Many cats are
currently threatened or vulnerable, mainly due
to the fragmentation and reduction of habitats.
Isolated populations decrease gene flow with
other populations, increase the rate of genetic
drift and inbreeding, and may in a longer term
be extinct in the natural environment. Therefore,
noninvasive cat sampling techniques are being
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increasingly used, in order to record population data that may help in the conservation
of these animals. This chapter presents basic aspects of Conservation Genetics and
a survey of case studies in Brazilian felids, which used noninvasive sampling to obtain
fundamental information on ecology, biology and genetics, as a subsidy for the long-
term conservation and preservation of these animals.

KEYWORDS: Molecular markers, Felidae, cats, feces.

11 INTRODUCAO

Neste capitulo iremos apresentar as bases de uma nova disciplina da area
da genética, denominada Genética da Conservag¢do, bem como iremos destacar o
papel dos estudos genéticos realizados por meio de amostragem nao invasiva, para
o conhecimento da ecologia, biologia e genética e, consequente, conservagao dos
felinos brasileiros.

Com principal objetivo de conservacao da biodiversidade no nivel dos genes
(MCNEELY, 1990; FRANKHAM, 2009), a Genética da Conservacéo alia a teoria e
0s métodos genéticos para entender as consequéncias sobre a diversidade genética
em relacdo as ameacgas que sofrem as espécies em risco de extincdo, ajudando na
elaboracao de medidas para a sua conservacao (FRANKHAM, 2009). Dessa maneira,
essa disciplina tem como foco as espécies ameacadas e busca identificar os sinais
genéticos promovidos pelas pressodes, particularmente as antrdpicas, que elevam o
risco de extincao, e auxiliar nas medidas de conservagao.

Neste contexto, abordaremos o uso da anélise genética ndo invasiva em estudos
dos animais de dificil acesso aos pesquisadores, destacando os estudos realizados
em felinos no Brasil, tendo como material fonte de DNA, amostras nao invasivas como
fezes, pelos e regurgito, evitando assim a captura do animal.

21 A ABORDAGEM NAO INVASIVA EM ESTUDOS DE GENETICA DA
CONSERVACAO

A metodologia de amostragem néo invasiva € empregada sobretudo em animais
de dificil captura, como os que apresentam grandes areas de vida, baixa densidade,
atividade noturna e habitos elusivos. Animais com as caracteristicas mencionadas e
ainda em risco de extincao sao ainda mais favorecidos com este tipo de amostragem,
evitando o estresse para o animal e o risco de sua perda durante o manejo (STANTON,
2016; VELLI, 2015; WALKER, 2016; WHEAT, 2016).

Entre os principais grupos estudados através dessa abordagem, destacam-se as
espécies de mamiferos carnivoros terrestres, como os canideos e os felinos. Dentre
as amostras néo invasivas mais utilizadas para esses grupos, destacam-se as fezes
(RODGERS, 2013), por serem recobertas pelo muco do intestino do animal, permitindo
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a obtencdo de moléculas de DNA para os estudos genéticos (ALBAUGH, 1992), além
da relativa facilidade de coleta. Isso se deve ao fato de as espécies de carnivoros
possuirem, geralmente, habitos territorialistas e frequentemente depositarem suas
fezes em locais proeminentes, como trilhas e rochas, para marcarem seu territorio
(CHAME, 2003; DAVISON, 2002).

O uso das amostras ndo invasivas em conjunto com técnicas moleculares tem
permitido a obtencéo de informagdes muito ricas, como a identificagcdo molecular
da espécie depositora das fezes (CHAVES, 2012; FARREL, 2000; RODRIGUEZ-
CASTRO, 2018; SOUZA, 2017). Também ¢é possivel realizar a individualizacéo
e a sexagem das amostras, permitindo avaliar questdes como a distribuicao dos
individuos, area de vida, tamanho minimo populacional e densidade (DEAGLE, 2007;
HEDMARK, 2004; LIVIA, 2007; MIOTTO, 2014; SOUZA, 2012, 2013). Estudos prévios
de demografia, por exemplo, confirmaram a similaridade entre os resultados obtidos
por meio de amostras ndo invasivas e aqueles encontrados a partir de cameras
fotogréaficas (BELLEMAIN, 2005), bem como de radiotelemetria para estimar padroes
de movimentacdo (ROQUES, 2014). Além das andlises citadas, também podem ser
respondidas questbes de genética populacional, como avaliar a diversidade genética,
estruturacao populacional, fluxo génico e parentesco (MIOTTO, 2012; SARANHOLI,
2017; HAAG, 2010b).

Apesar das vantagens indicadas, o uso das amostras ndo invasivas é, geralmente,
limitado pela baixa qualidade e quantidade de DNA obtido (TABERLET, 1999). Exposto
a altas temperaturas e umidade do ambiente, 0 DNA obtido das fezes apresenta elevada
degradacao (FARREL, 2000), principalmente nos ambientes tropicais (MICHALSKI,
2011; ROQUES, 2014). Além disso, este tipo de amostra pode apresentar inibidores
de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction), que é a metodologia empregada
para amplificar copias do fragmento especifico de DNA para posterior analise. Esses
inibidores podem dificultar as amplificagcdes e aumentar a chance de se obter resultados
errdbneos. Por isso, devem ser incluidos uma série de cuidados e etapas (Figura 1),
com o intuito de minimizar os erros e aumentar as chances de amplificacdo do DNA
fecal (BUCHAN, 2005; HOFFMAN, 2005; PIGGOT, 2004).

O primeiro cuidado consiste na deteccdo e coleta de amostras mais frescas
possiveis, para minimizar a exposicao do DNA ao ambiente, que poderia degrada-lo.
O uso de kits comerciais para a extragéo do acido nucleico tem facilitado a obtencao de
DNA em qualidade satisfatoria para estudo. No processo de amplificagao, € importante
realizar réplicas de PCRs, possibilitando que alguma falha de amplificacdo devido a
baixa qualidade do DNA possa ser corrigida e, assim, evitando interpretacdes errbneas
dos resultados (TABERLET, 1999).

Outro passo decisivo é a sele¢cao dos marcadores moleculares que serao utilizados
nos estudos; estes precisam ser informativos, mesmo em pequenos fragmentos de
DNA amplificados, ja que o DNA fecal se apresenta degradado.
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ETAPA 1: Coleta, armazenamento e extragio do DNA
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ETAPA 3: Individualizacdo das amostras e analises genéticas

“Amasiras controle

® 0 @ ®
Microssatélites Individualizagdo

\/ _  Andlises genéticas

Figura 1. Etapas do processo de coleta e analises genéticas a partir de amostras néo invasivas,
como no caso das fezes.

ETAPA 1: 1 - Busca ativa de amostras fecais, geralmente em trilhas e estradas
de terra. A presenca de alguns sinais deixados pelos animais, como pegadas, pode
facilitar a procura das amostras; 2 — Coleta de um por¢ao da amostra utilizando material
estéril; 3 — Armazenamento em tubos estéreis contendo solugéo para a conservacgao,
como por exemplo o etanol, e acondicionamento em freezer até a extracdo do DNA;
4 — Extracdo do DNA usando kits comerciais especificos para amostras fecais, que
extraem os inibidores de PCR; 5 — Obtencao do DNA que sera utilizado nas etapas
seguintes.

ETAPA 2: 6 — DNA obtido na primeira etapa; 7 - Amplificacdo em PCR de mini
sequéncias do DNA mitocondrial para a identificacdo molecular das amostras; 8 —
Sequenciamento dos produtos de PCR de regides mitocondriais. Na figura & possivel
ver as regides variaveis (sitios polimérficos) entre as espécies; 9 — Construgcéo de
arvores filogenéticas com as sequéncias obtidas e sequéncias controles, ou seja,
sequéncias obtidas a partir de amostras das quais se tinha a espécie confirmada
(marcadas com asterisco). Essa etapa auxilia e facilita o processo de identificacdo das
espécies, principalmente quando se trabalha com muitas amostras.

ETAPA 3: 10 — DNA obtido na primeira etapa; 11 - Amplificacdo em PCR dos
microssatélites; 12 — Resultado da genotipagem dos microssatélites, fornecendo os
alelos e os gendtipos para cada amostra; 13 — Apds a obtencéo dos gendtipos, é
possivel individualizar as amostras coletadas e, em seguida, proceder com as analises
genéticas (diversidade genética, parentesco, fluxo génico etc.).




31 MARCADORES MOLECULARES E ESTUDOS COM AMOSTRAS NAO
INVASIVAS

Um marcador molecular é qualquer carater molecular que apresenta um certo
grau de polimorfismo, ou seja, de variacéo entre organismos estudados (TURCHETTO-
ZOLET, 2017). Entre os marcadores moleculares mais amplamente utilizados em
estudos genéticos a partir de amostras n&o invasivas, destacam-se os microssatélites
no genoma nuclear e por¢oes dos genes do DNA mitocondrial (BEJA-PEREIRA, 2009;
BROQUET, 2007), pois geram informacdes mesmo a partir de pequenas sequéncias
de DNA.

O DNA mitocondrial consiste em uma molécula haploide circular (15-17kb)
presente nas mitocéndrias, que é predominantemente transmitido por heranga materna
(PALMER, 1987). Devido a sua alta taxa de evolucao, comparada aos genes nucleares,
e consequente alto polimorfismo, além da auséncia de recombinacéo, este marcador
pode ser empregado tanto para estudos filogenéticos, bem como populacionais (AVISE,
2004). Nos estudos genéticos baseados em amostras de fezes, o primeiro passo € a
identificacéo da espécie depositora das fezes e, para isso, 0 DNA mitocondrial tem se
mostrado uma excelente ferramenta. Diversos trabalhos desenvolveram os chamados
mini-barcodes, ou seja, pequenas sequéncias de DNA capazes de identificar a espécie
a partir deste marcador (ADRADOS, 2018; CHAVES, 2012; FARRELL, 2000; HAAG,
2009; RODRIGUEZ-CASTRO, 2018). O seu emprego tem permitido a confirmacéo de
ocorréncia de espécies elusivas em areas onde as mesmas nao eram mais registradas
através de outros métodos de deteccéao (SOUZA, 2017).

J& os microssatélites permitem a individualizacdo das amostras n&o invasivas
(GOLDSTEIN, 1997). Considerados locos hipervariaveis do genoma nuclear, os
microssatélites sdo muito empregados em estudos populacionais (MANEL, 2003) e
permitem estimar diversos parametros como a diversidade genética, fluxo génico,
estruturacdo populacional e parentesco (GOTTELLI, 2007; NESJE, 2000). Essas
analises sao possiveis devido as suas caracteristicas de alta taxa de polimorfismo,
padréo de heranca do tipo codominante, além de frequentemente ser seletivamente
neutro (SELKOE, 2006). Microssatélites consistem em pequenas partes de DNA
(1-6pb), repetidas em série, com distribuicdo por todo o genoma (TAUTZ, 1989),
sendo encontrados, geralmente, em regides nao codificantes (GOLDSTEIN, 1999).
Seus produtos de amplificacdo pela PCR séo pequenos, possibilitando que sejam
perfeitamente empregados em amostras com DNAfragmentado, como as n&o invasivas
(BEJA-PEREIRA, 2009). Todas estas caracteristicas tém feito dos microssatélites uma
fantastica ferramenta para estudos de genética populacional em carnivoros, a partir do
DNA obtido de fezes (DUTTA, 2013; HAAG, 2010b; MIOTTOa, 2007; PALOMARES,
2002, 2017; SOUZA, 2017; SARANHOLI, 2017; SRBEK-ARAUJO, 2018).
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41 COMBINANDO AAMOSTRAGEM NAO INVASIVA E TECNICAS MOLECULARES
PARA ESTUDOS DE GENETICA DA CONSERVAGCAO EM ESPECIES DE FELINOS
BRASILEIROS

A familia Felidae inclui espécies predominantemente carnivoras com amplas
variagcdes em seus tamanhos corpéreos, na distribuicdo geografica, nas areas de vida
e densidades populacionais (OLIVEIRA, 2005; SUNQUIST, 2002; ZELLER, 2007). Nas
Américas, podem ser encontradas 13 espécies de felinos. No Brasil, foram detectadas
nove espécies: gato-palheiro (Leopardus colocolo), gato-do-mato-grande (Leopardus
geoffroyi), gato-do-mato-pequeno do nordeste (Leopardus tigrinus), gato-maracaja
(Leopardus wiedii), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-do-mato-pequeno do sul
(Leopardus guttulus), onca-pintada (Panthera onca), ong¢a-parda (Puma concolor) e
jaguarundi (Puma yagouaroundl).

A fragmentacdo e a perda de habitat representam uma grande ameaca para
essas espécies (RIPPLE, 2014) e podem afetar principalmente o deslocamento,
resultando em alteragcbes em suas areas de vida (WEBER, 1996), o conflito com
os seres humanos (CONFORTI, 2003) e modificando seus padrbes de reproducao
(EIZIRIK, 2008). A fragmentacado também contribui significativamente para a reducéo
da diversidade genética das espécies, pois pode promover o isolamento de suas
populacdes (FRANKHAM, 2002). Pequenas populacdes isoladas tendem a apresentar
uma reducado na variacao genética, promovida por efeitos da deriva genética, definida
como flutuacéo ao acaso das frequéncias alélicas entre geragdes, além do aumento
na taxa de endogamia, isto €, o cruzamento entre parentes (FRANKHAM, 2002;
SPIELMAN, 2004). Com a intensificacdo destes processos, alelos deletérios podem
se tornar fixados, comprometendo o potencial adaptativo das populagdes (LEHMAN,
2006), que apresentam uma menor producdo e viabilidade dos espermatozoides,
diminuicdo da habilidade de acasalamento e reduzida fecundidade das fémeas e
sobrevivéncia juvenil (FRANKHAM, 2002). Com o potencial adaptativo dos individuos
reduzido, a probabilidade de extincdo da popula¢ao ou da espécie é ampliada (DUTTA,
2013; FRANKHAM, 2002; RIPPLE, 2014; SCHIPPER, 2008).

Inumeras espécies de felinos se encontram ameacadas de extingdo,
primordialmente pela reducédo e fragmentacdo dos habitats e a retaliagcdo por caca
(RIPPLE, 2014; DE AZEVEDO, 2013). A onca-pintada, o maior felino das Américas,
€ atualmente considerada “quase ameacada” (near threatened) segundo a Uniao
Internacional para Conservacao da Natureza (IUCN, 2018). Este felino pode inclusive
ser o0 primeiro grande predador a desaparecer no bioma Mata Atlantica (GALETTI,
2013; PAVIOLO, 2016). Estudos populacionais ja demonstraram que algumas de suas
populacdes encontram-se geneticamente isoladas (HAAG, 2010b; SRBEK-ARAUJO,
2018). Considerando que a Mata Atlantica conta atualmente com apenas 16% da
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cobertura vegetal original, com a maior parte dos remanescentes fragmentados em
areas menores de 50 ha (RIBEIRO, 2009), o risco de extingdo dos animais que habitam
esse bioma é alarmante.

No Brasil, diferentes estudos em felinos conduzidos pela combinacao da anélise
genética e a amostragem nao invasiva tém focado seus objetivos em diversos aspectos
da biologia, ecologia e genética de nossas espécies (Tabela 1).

Para aprimorar a identificacéo das espécies de carnivoros, a partir de amostras
de fezes, recentemente, Rodriguez-Castro e colaboradores (2018) desenvolveram um
conjunto de primers para amplificar regides informativas em trés diferentes genes do
DNA mitocondrial de felinos (Figura 2).

a . . . L. Tipo de Marcador mole-
Referéncia Espécie focal Objetivo P
amostra cular
Felinos brasi- COMZEEEES Sl e Fezes e
Alberts, 2017 . todos de identificagdo Mitocondrial
leiros . . pelos
molecular e tricologia
Desenvolvimento de
rimers para amplifica-
Leopardus par- péo de n?ini se u%ncias
Adrados, 2018 dalis e Leopar- ¢ . q Fezes Mitocondrial
o para confirmag¢ao mole-
dus wiedii ~
cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
Felinos brasi-  primers para amplifica-
leiros, além de cdo de mini sequéncias . .
Chaves, 2012 . ¢ . Cl Fezes Mitocondrial
espécies de para confirmag¢ao mole-
carnivoros cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
Puma conco-  primers para amplifica-
lor e outras ao de mini sequéncias . .
De Barba, 2014 . ¢ . q Fezes Mitocondrial
espéciesde  para confirmacéo mole-
carnivoros cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
rimers para amplifica-
AL Gl péo de rr?ini se u%ncias
Farrel, 2000 e Leopardus ¢ . 9 Fezes Mitocondrial
) para confirmag¢ao mole-
pardalis ~
cular de amostras nao
invasivas
Desenvolvimento de
rimers para amplifica-
Panthera onca péo de rr?ini se u%ncias
Haag, 2009 e Pumacon- . 9 Fezes Mitocondrial
color para confirmag¢ao mole-
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Haag, 2010a

Haag, 2010b

Miotto, 2007a

Miotto, 2007b

Miotto, 2011

Miotto, 2012

Miotto, 2014

Palomares, 2012

Palomares, 2016

Palomares, 2017

Palomares, 2018

Rodriguez-Castro,

2018
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Panthera onca

Panthera onca

Puma concolor

Puma con-
color, Puma
yagouaroundi
e Leopardus
pardalis

Puma concolor

Puma concolor

Puma concolor

Panthera onca

Panthera onca
e Puma con-
color

Panthera onca
e Puma con-
color

Panthera onca
e Puma con-
color

Felinos brasi-
leiros, além de
espécies de
canideos

Desenvolvimento de pri-
mers para identificacéo
molecular de individuos
melanicos de P. onca
a partir de amostras
n&o-invasivas

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Determinacéo do
tamanho populacional
minimo

Comparacéo entre mé-
todos de identificagéo
molecular e tricologia

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Monitoramento popu-
lacional (deteccao do
numero de individuos) e
parentesco

Estimativas demografi-
cas (abundancia)

Identificacdo molecular
do sexo das amostras

Identificacdo molecular

de amostras para estu-

dos ecologicos (segre-
gacao de habitat)

Ecologia espacial e
parentesco

Confirmagéo molecu-
lar de amostras para
estudos ecolbgicos
(comportamento de
scraping)

Desenvolvimento de
primers para amplifica-
cao de mini sequéncias
para confirmagédo mole-
cular de amostras ndo

invasivas

Fezes Gene MCR1
Mitocondrial e
Fezes . L
microssatélites
Mitocondrial e
Fezes . L
microssatélites
Fezes e . .
Mitocondrial
pelos
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Mitocondrial e
Fezes amelogenina
(sexagem)
Fezes Mitocondrial
Mitocondrial,
microssatélites
Fezes .
e amelogenina
(sexagem)
Fezes Mitocondrial
Fezes Mitocondrial
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Roques, 2011

Roques, 2014

Roques, 2016

Saranholi, 2017

Sollmann, 2013a

Sollmann, 2013b

Souza, 2017

Srbek-Araujo,
2018

Felinos brasi-
leiros

Panthera onca

Panthera onca

Puma concolor

Panthera onca

Panthera onca

Panthera onca

Panthera onca

Desenvolvimento de
primers para amplifica-
cao de mini sequéncias
para confirmagédo mole-
cular de amostras nao

invasivas

Diversidade genética

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Diversidade genética e
estruturagcéo genética
populacional

Identificacéo molecular

de amostras para estu-

dos ecologicos (estima-
tiva de densidade)

identificacdo molecular
de amostras para estu-
dos ecologicos (dieta)

Confirmagéo molecular
de amostras para re-
gistros de ocorréncia e
identificacdo do numero
de individuos e sexa-
gem molecular

Diversidade genética e
estruturacéo genética
populacional

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Fezes

Mitocondrial

Mitocondrial,
microssatélites e
amelogenina

Mitocondrial e
microssatélites

Mitocondrial e
microssatélites

Mitocondrial,
microssatélites e
amelogenina

Mitocondrial

Mitocondrial,
microssatélites
e amelogenina

(sexagem)

Mitocondrial e
microssatélites

Tabela 1. Estudos de genética néo invasiva com espécies de felinos brasileiros.

Utilizando sequéncias mini-barcodes similares as descritas na tabela 2, Souza e

colaboradores (2017) conseguiram demonstrar a presenca da onga-pintada em uma

area onde a mesma nao vinha sendo mais registrada por métodos tradicionais de

observacao. Além da confirmacao molecular da espécie a partir de amostras fecais, os

autores constataram a ocorréncia de, pelo menos, trés individuos naquela area, sendo

duas fémeas e um macho. Considerando o grau de ameaca dessa espécie, esses

resultados podem ser muito Uteis para a proposicdo de medidas de conservacéo,

ressaltando a importancia dessa area especifica para a conservagao da espécie.

Felis catus
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Leopardus pardalis ....... <
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Leopardus guttulus .......cccsevsnsnsssssnnsnd B RN c
c
c

Leopardus wiedii

Leopardus GEOLIIrO¥i cciisssnissssnssnsssssassonsnsasssssss
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Figura 2. Destaque para os sitios polimoérficos permitindo a diferenciacdo entre as espécies de
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felinos brasileiros. Adaptado de Rodriguez-Castro et al. (2018).

Em um dos primeiros trabalhos com amostragem n&o invasiva realizados com
espécies de carnivoros no Brasil, Miotto e colaboradores (2007a) relataram o tamanho
populacional minimo das oncas-pardas em unidades de conservagao no interior
do estado de Sao Paulo. Nove individuos de oncas-pardas foram molecularmente
identificados, caracterizando uma das primeiras estimativas demograficas para a
espécie no Brasil. A partir da adicdo de novos dados, foi possivel estimar a abundancia
(MIOTTO, 2014), a razao sexual e distribuicao da espécie na area de estudo (MIOTTO,
2012), gerando informagdes complementares que permitiram uma maior compreensao
sobre a ecologia da espécie.

Estimativas da diversidade genética das ongas-pardas dessas mesmas unidades
de conservagao encontraram valores altos de diversidade, embora também tenham
sido verificados sinais de redugcdo demografica recente, possivelmente devido a
reducéo de seu habitat (MIOTTO, 2011). Embora os autores prévios n&o tenham
verificado a ocorréncia de estruturacao populacional entre as areas estudadas, em um
estudo posterior, Saranholi e colaboradores (2017) verificaram sinais de restricdo de
fluxo génico entre populacdes de ongas-pardas que habitam unidades de conservagao
em lados opostos do rio Tieté (SP). Segundo os autores, além da area de estudo ser
altamente modificada pela presencga de rodovias e centros urbanos, o represamento de
extensas areas do rio, alargando significativamente o corpo de agua, criam barreiras
que podem estar dificultando a movimentacao desses felinos e restringindo o fluxo
génico.

Dados como esses demonstram o impacto das atividades antropicas sobre as
populacdes animais no ambiente natural, podendo trazer prejuizos irreversiveis para
a persisténcia das espécies a longo prazo. Mesmo espécies com maior capacidade
de ocupar diferentes biomas e maior plasticidade para enfrentar as modificagbes de
habitats, como a onca-parda, ja apresentam indicios de redu¢do na movimentacéo
e, consequente, reducdo do fluxo génico. Se esta tendéncia persiste, populacées
se tornardo isoladas e pequenas, sujeitas a efeitos extremos de deriva genética e
endocruzamento, aumentando significativamente o seu risco de extin¢éo.

51 CONCLUSAO

A amostragem nao invasiva em conjunto com técnicas moleculares possui um
grande potencial para responder questdes ecoldgicas e genéticas para as espécies de
dificil acesso aos pesquisadores, favorecendo o nosso conhecimento sobre elas, bem
como medidas para sua conservagao.

No Brasil, entretanto, esses estudos ainda sao limitados a poucas espécies e a
determinadas areas de sua distribuicdo. Ha muito mais ainda por fazer. Até o momento,
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a maior parte de nossos estudos com este tipo de abordagem esta concentrada na
espécie onga-parda, e na onga-pintada, em segundo lugar. Entretanto, ambas as
espécies ocupam extensas areas em nosso territério e a condicéo dessas populacoes
ainda é desconhecida.

O crescimento exacerbado das atividades humanas por meio da agricultura,
pecuaria, rodovias e centros urbanos, além da poluicéo, cagca e dos atropelamentos
dos animais que se movimentam, cria um cenario potencialmente prejudicial para a
persisténcia das espécies, como os felinos.

Dessaforma, éimperiosoaintensificacdode nossos estudosparacompreendermos
as respostas que esses animais estdo dando frente a essas mudancas de habitats e,
assim, nos instrumentalizarmos para tomar medidas de conservacao desses animais;
e para isso, a analise genética nao invasiva pode ser decisiva.
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