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“A grandeza de uma nagao pode ser julgada pelo

modo que seus animais sao tratados.”
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Resumo

A identificacdo de espécies por meio do DNA fecal € um método nao invasivo,
complementar a analise morfoldgica (e.g. cuticula de pelos guarda) e eficiente, ja
que espécies distintas possuem variagdo em algumas regidées do DNA mitocondrial
permitindo que as amostras possam ser diferenciadas dentre os diversos taxa.
Sendo assim, este trabalho teve como objetivo identificar espécies de mamiferos
carnivoros a partir da identificagcdo molecular em amostras fecais. Foram coletadas
27 amostras em remanescentes florestais do bioma Mata Atlantica, em trés Parques
Estaduais no estado de Sao Paulo, Brasil: 0 Nucleo Santa Virginia - base da sede
(NSV-I) e Vargem Grande (NSV-VG) do Parque Estadual Serra do Mar, Parque
Estadual Carlos Botelho (PECB) e Parque Estadual Intervales (PEI). Duas regides
do DNA mitocondrial foram amplificadas, uma do gene Citocromo b e outra do gene
ATP6, e esses fragmentos foram comparados a sequéncias de referéncia de
carnivoros presentes na regido. Por meio do gene Citocromo b foi possivel identificar
ao nivel de espécie todas as 27 amostras coletadas, todas pertencentes a familia
Felidae (Puma concolor, Leopardus pardalis, Leopardus guttulus e Leopardus
wiedii). Ja para o gene ATPG6, apenas seis amostras puderam ser diferenciadas,
provavelmente em decorréncia da alta fragmentagcdo do DNA para esse loco
especifico. A alta similaridade entre as sequéncias obtidas a partir de fezes e as
sequéncias de referéncia reduz a possibilidade de amplificagdo do DNA de presas
presente no bolo fecal, demonstrando a eficiéncia dos marcadores empregados, em

especial do Citocromo b, para identificacdo das espécies depositoras.

Paravras-chaves: analise nao invasiva, ATP6, Citocromo b, DNA fecal, DNA
mitocrondrial, identificagcao de espécies.



Abstract

The identification of species through the faecal DNA is a method non-invasive,
complementary to morphological analysis (e.g. cuticle guard hairs) and efficient. As
distinct species have variation in some region of the mitochondrial DNA, this
assessment allow the samples to be differentiated among the several taxa. Thus, this
work aimed to identify species of carnivorous mammals through molecular analysis of
faecal samples. Twenty-seven samples were collected in forest remnants of the
Atlantic Forest biome, in three Conservation Units in the state of S&do Paulo, Brazil:
Santa Virginia Nucleus — Parque Estadual Serra do Mar (NSV-I) and Vargem Grande
(NSV-VG), Parque Estadual Carlos Botelho (PECB) and Parque Estadual Intervales
(PEI). Two region of mitochondrial DNA were amplified, one from the Cytochrome b
gene and another from the ATP6 gene, these fragments were compared with
fragments of referencial sequences from other carnivores present in the region. By
means of the Cytochrome b gene, it was possible to diagnose the species in all the
27 samples collected, it showed that all of that belong to the Felidae family (Puma
concolor, Leopardus pardalis, Leopardus guttulus and Leopardus wiedii). For the
ATP6 gene, only six samples could be differentiated, probably due to the high
fragmentation of DNA for this specific locus. The high similarity between the obtained
faeces sequences and the referential sequences reduce the possibility of the
amplification of the DNA’s prey present in the stool bulk. It demonstrates the
efficiency of the markers used, in particular of Cytochrome b, to identify the depositor

species.

Keywords: non-invasive analysis, ATP6, Cytochrome b, fecal DNA, mitochondrial

DNA, identification of species.



1.INTRODUGCAO

Diante da transformagdo dos ambientes naturais em ritmo acelerado e das
altas taxas de perda de biodiversidade observadas ao redor do mundo (Cardillo et al.
2005; Ripple et al. 2014; Dirzo et al. 2014), a Biologia da Conservagao surgiu como
ciéncia multidisciplinar e tem como objetivo estabelecer principios e ferramentas
para preservar a biodiversidade e seus processos evolutivos (Soulé 1985). Nesse
sentido, torna-se cada vez mais importante, e necessario, o desenvolvimento de
programas de conservagao, que se baseiem em estudos cientificos sobre as
espécies e 0 ambiente em que vivem, afim de elaborar estratégias e acdes eficazes
para a conservagdo e manejo dos recursos naturais (Soulé 1985; DeSalle e Amato
2004).

Para a conservagao da biodiversidade, a manutencao da diversidade genética
€ considerada um fator fundamental (Frankham et al. 2002). A Genética da
Conservacgao surgiu dentro da ampla area da Biologia da Conservagao, voltada para
a preservacao de espécies como entidades dindmicas capazes de evoluir e lidar
com mudangas ambientais, minimizando assim, o risco de extincdo das mesmas
(Frankham et al. 2002). A disciplina se utiliza das ferramentas da genética molecular
e dos conceitos da genética de populagdes para aplica-los aos desafios da
conservagao bioldgica (Frankham et al. 2002). Mais especificamente, a Genética da
Conservagao tem como principal objetivo entender as relagbes entre a diversidade
genética e a viabilidade das populagbes em ambientes sob interferéncia antrépica,
utilizando ferramentas moleculares, com o intuito de propor medidas para minimizar
efeitos da reducéo do fluxo génico, do endocruzamento e da perda de diversidade
genética, além de identificar populagbes e areas prioritarias para a conservagao
(Beebee e Rowe 2008).

O emprego de métodos moleculares na conservagédo da biodiversidade tem
aumentado consideravelmente ao longo dos anos a medida que se descobrem mais
e melhores marcadores, juntamente com o grande avango das técnicas laboratoriais
e dos métodos de andlise de dados (DeSalle e Amato 2004; DeYoung e Honeycutt
2005). As técnicas moleculares podem fornecer dados com extrema precisdo e
contribuir significativamente para o entendimento de diversos aspectos da ecologia
das espécies, além de permitir a identificacdo de espécies, individuos e seus sexos
(Miotto et al. 2007, 2012). Adicionalmente, fornece informagdes sobre fluxo génico,
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tamanho efetivo da populagao, viabilidade populacional e padrdes de dispersido das
mesmas (Miotto et al. 2007, 2014). Os dados também podem ser usados para
estudar questdes relacionadas a distribuicdo geografica de espécies, investigagcéo
de habitos alimentares, uso de habitat, parasitismo, relacbes simbidticas, sistemas
reprodutivos e selegao sexual (DeYoung e Honeycutt 2005; Beebee e Rowe 2008;
Magioli et al. 2014, 2016).

No caso de carnivoros, um dos impedimentos a conducédo de estudos dessa
natureza é a dificuldade de se obter amostras bioldgicas suficientes que
representem de forma adequada a populacido de interesse. Espécies de carnivoros
em geral possuem caracteristicas que dificultam ainda mais a obtencdo dessas
amostras, pois muitas sdo raras e/ou ameacgadas, tém comportamento arredio e
habito noturno/crepuscular. Além disso, carnivoros comumente ocorrem em baixas
densidades na natureza e ocupam grandes areas de vida, muitas vezes
inacessiveis, tornando o esforco menos eficiente na obtencdo de amostras através
de métodos tradicionais de captura (Johndon et al. 2001).

Nesse contexto, surgiram novos métodos e tecnologias voltadas para
obtencdo de DNA através de amostras como fezes e pelos, considerados amostras
nao invasivas, pois ndo necessitam da captura do individuo (Morin e Woodruff 1996;
Wayne e Morin 2004). O método tem se mostrado mais efetivo, mais viavel e
rentavel do que capturas ou censos para obtencdo de dados populacionais,
demograficos e ecoldgicos de diversas espécies, contribuindo assim para gerar
informacdes para elaboracao de politicas publicas eficientes em prol da conservacgao
e manejo de vida silvestre (Beebee e Rowe 2008).

Diante disso, a Mata Atlantica considerada um hotspot para a
biodiversidade e conservacdo dos carnivoros neotropicais (Mittermeier et al. 2005;
Loyola et al. 2008) é atualmente uma das florestas mais ameagadas do planeta por
conta de ser altamente fragmentada, com apenas 7% -16% de sua cobertura original
restante (Mittermeier et al. 2005; Ribeiro et al. 2009). Alteragdes antrdpicas severas
como a perda e fragmentagcdo de habitat, a superexploracéo, propagacao de
espécies invasoras e o trafico e comércio ilegal de animais sado impactos que
contribuem significativamente para o declinio e isolamento de populacoes
selvagens, aumentando o risco de extingdo (Frankham et al. 2002; Schipper et al.
2008).
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Apesar de altamente fragmentada, a Mata Atlantica ainda possui
importantes remanescentes continuos de floresta (Ribeiro et al. 2011). Esses
grandes continuos florestais contribuem para a persisténcia de predadores de topo
(Panthera onca), além da manutengdo das fungdes ecoldgicas essenciais
desempenhadas por eles (Jorge et al. 2013). A defaunagdo € mais evidente em
ambientes modificados e fragmentados, mas também afeta areas protegidas
(Laurance et al. 2012). E por esse motivo, a Mata Atlantica brasileira se apresenta
como um bom estudo de caso.

E os grandes carnivoros sdo um dos grupos mais sensiveis a grandes
alteracdes de habitat (Gittleman et al. 2001, Chiarello et al. 2008), pois necessitam
de grandes areas de vida. S&o considerados ainda, espécies chave para os
ecossistemas sendo importantes reguladores de populagbes de herbivoros, e
consequentemente, de produtores primarios mantendo o equilibrio tanto das
comunidades animais como vegetais (Silveira 1999; Reis et al. 2006).

O uso de analises moleculares a partir de amostras fecais para a identificagao
de carnivoros é crescente, especialmente por evitar a captura e o estresse dos
animais (Miotto et al. 2007). Amostras de DNA fecal podem fornecer informagdes
sobre as espécies depositoras e as presas consumidas por elas (Magioli et al. 2016).
A correta identificacdo dessas amostras serve de subsidio para os estudos de
ocorréncia, reconstrucdo de dietas, caracterizacdo de relagdes tréficas, construgao
de cadeias alimentares e mudangas no uso dos recursos e habitat (Magioli et al.
2014; Galetti et al. 2016).

Este projeto se insere no Projeto Regular de Auxilio a Pesquisa da FAPESP
"Ecologia trofica, diversidade funcional e ocorréncia de mamiferos terrestres na Mata
Atléntica" (Processo FAPESP No. 2014/09300-0), coordenado pela Profa. Dra. Katia
M.P.M.B. Ferraz, e ao projeto de doutorado "Ecologia Trdfica de carnivoros da Mata
Atlantica: utilizacdo da analise de isétopos estaveis e da diversidade funcional para a
conservagdo” (Processo FAPESP No. 2014/10192-7) do doutorando Marcelo Magioli
(PPGI-EA).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Andlises genéticas nao invasivas em carnivoros

Amostras n&o invasivas caracterizam-se por serem amostras biologicas
coletadas sem a necessidade de captura do animal (Morin e Woodruff 1996; Wayne
e Morin 2004).

Com os recentes avangos na area da Biologia Molecular, tem-se empregado
0 uso de amostras nao invasivas como importante fonte de DNA para espécies de
mamiferos (Taberlet et al. 1999; Palomares et al. 2002). Nesse novo campo de
pesquisa, foram descritos diferentes tipos de amostras ndo invasivas, como pelos
(Taberlet e Bouvet 1992), fezes (Hoss et al. 1992), urina (Valiére e Taberlet 2000) e
regurgitos (Valiere et al. 2003). No caso de espécies selvagens de comportamento
arredio e dificil detecgado, que é o caso da maioria dos carnivoros, as fezes e pelos
sdo as amostras ndo invasivas mais frequentemente empregadas (Waits e Paetkau
2005).

Dentre os carnivoros, analises de DNA fecal tém sido usadas para estudar os
mustelideos (Frantz et al. 2003; Katz et al. 2006), felinos (Ernest et al. 2000;
JanecCka et al. 2008; Miotto et al. 2011) e canideos (Kohn et al. 1999; Prugy et al.
2005) sem a necessidade de visualizagao direta ou captura do animal.

A obtencédo de DNA a partir de amostras fecais tem se mostrado um método
efetivo para identificar a espécie (Farrell et al. 2000; Kurose et al. 2005), pois
espécies distintas possuem variagdes de algumas regides do DNA mitocondrial
(DNAmt), permitindo assim, que as amostras possam ser diferenciadas dentre os
diversos taxa (Farrell et al. 2000; Chavez et al. 2012).

Ha, porém, desafios importantes a serem superados no emprego desse
método, como a baixa quantidade e qualidade do DNA obtidos nas fezes e a
presencga de inibidores de PCR (Taberlet et al. 1999). Como consequéncia desses
problemas ocorre um baixo sucesso de amplificacdo, principalmente devido a alta
fragmentacdo do DNA contido no bolo fecal, como ele € encontrado nas fezes, além
de um alto potencial de contaminagao (Taberlet ef al.1996; Palomares et al. 2002).

No caso dos carnivoros, existe ainda a dificuldade de discernir entre o DNA
da espécie e o de suas presas (Ernest et al. 2000), porém, através de amplificagdes
espécie-especificas de sequéncias de DNA relativamente curtas (Farrell et al. 2000,

Chavez et al. 2012; Palomares et al. 2002) alguns desses problemas podem ser
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resolvidos (Frantsen et al. 1998; Broquet et al. 2007). Em termos gerais, o que
ocorre € uma “‘pesca’ do DNA da espécie alvo em meio a todos os DNA's

encontrados na amostra de fezes.
2.2 Marcadores moleculares

A determinacao da sequéncia de bases de algumas por¢gées do DNAmt torna
evidente a variagdo genética que existe entre espécies (Parker et al. 1998), ou seja,
possibilita a identificacdo das espécies depositoras das amostras fecais (Farrell et al.
2000, Chavez et al. 2012). Essa determinagdo se da pelo isolamento do DNA,
posterior amplificacdo da porcdo de interesse através da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e a resolugdo da reacdo de
sequenciamento em um sequenciador automatico (Perez-Sweeney et al. 2003). A
tecnologia de PCR (Mullis e Faloona 1987; Saiki et al. 1988) possibilita a obtenc&o
de material genético suficiente para analise através da sintese enzimatica in vitro de
milhares de coépias de uma sequéncia especifica de DNA (Perez-Sweeney et al.
2003).

Cada marcador genético apresenta caracteristicas proprias (Perez-Sweeney
et al. 2003) e pode ter taxas de evolugéo diferentes. Assim, a escolha correta do
marcador pode permitir a resolugdo de diferentes tipos de questbes (Parker et al.
1998, Solé-Cava 2001). Marcadores que evoluem mais rapidamente sdo os mais
utilizados no estudo ao nivel especifico de espécies (Solé-Cava 2001). Dentre os
marcadores moleculares mais utilizados atualmente, destaca-se as sequéncias de

DNA mitocondrial.
2.3 DNA mitocondrial (DNAmt)

O DNA mitocondrial (DNAmt) tem sido um marcador molecular amplamente
utilizado na avaliacdo de niveis de diversidade genética, no estudo das relagdes
filogenéticas entre diferentes taxa e na identificagdo de subdivisdo evolutiva entre
unidades populacionais geograficas (Bermingham e Morits 1998; Avise 2000).

Menor do que o DNA nuclear, haploide e de morfologia circular, o DNA
mitocondrial (15-17 kb) pode propiciar o diagnostico de um determinado taxon
(Sunnucks 2000; Ferreira 2001). O DNAmt € o marcador ideal para se analisar e
diferenciar espécies intimamente relacionadas, pois algumas de suas regides tem

alto grau de polimorfismo mesmo em pequenos fragmentos, além de possuir alta



14

taxa de evolugdo e auséncia de recombinagcdo (Hedrick e Miler 1992; Perez-
Sweeney et al. 2003).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Objetivo

O trabalho aqui apresentado teve o objetivo de identificar espécies de
mamiferos carnivoros por meio da analise molecular de amostras fecais, visando
complementar os dados gerados sobre os habitos alimentares pelos projetos de

pesquisa a que essa proposta se vincula.
3.2 Caracterizacao da area de estudo

Esse trabalho foi realizado em areas inseridas no maior continuo florestal do
bioma Mata Atlantica, situado entre a Serra do Mar e a Serra de Paranapiacaba. As
areas de estudo sdo: Nucleo Santa Virginia - base da sede (NSV-I) e de Vargem
Grande (NSV-VG) do Parque Estadual Serra do Mar, Parque Estadual Carlos
Botelho (PECB) e Parque Estadual Intervales (PEI) (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Identificacdo das areas de estudo, coordenadas geograficas, tamanho e
localizacéo.

Localizagédo

Identificacao Coordenadas Area (ha) (municipios)

Parque Estadual da Serra do Mar

(PESM) - Nucleo Santa Virginia — 23°17°-23°24'S e 17.000 S&o0 Luiz do Paraitinga e

ltamambuca (NSV-I) e Vargem Grande = 45°03-40°11°0O ' Natividade da Serra

(NSV-VG)

, ; Sao Miguel Arcanjo, Sete

Parque Estadual Carlos Botelho 24°00’-24°15'S e . ~
(PECB) 47°45-48°10°0 37.794 Barras, ng;}rﬁcl)e Capéao

049'_94029’
Parque Estadual Intervales (PEI) 24"2-24°32'S e 41.705 Ribeirdo Grande

48°03-48°32'0
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22°S
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@ Areas de estudo
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Dominio Mata Atlantica

! 0 130 260 520
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50°W 45°W 40°W
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Figura 1. Localizacdo das areas de estudo no continuo florestal entre Serra do Mar e Serra
de Paranapiacaba. a. Parque Estadual Intervales (PEI); b. Parque Estadual Carlos Botelho
(PECB); c. Parque Estadual da Serra do Mar (PESM) — Nucleo Santa Virginia — base Sede
(NSV-I) e Vargem Grande (NSV-VG).

3.2.1 Parque Estadual Carlos Botelho (PECB)

A area do parque € de 37.644,36 ha e abrange os municipios de Capao
Bonito, Sdo Miguel Arcanjo, Sete Barras e Tapirai (24°00°-24°15’S e 47°45'-
48°10°0). O PECB foi criado em 10/09/1982 pelo Decreto 19.499 (Plano de Manejo
do PECB, 2008). Sua composicdo é de Floresta Ombrdfila Densa, de montana,

submontana e de terras baixas (Plano de Manejo do PECB, 2008).
3.2.2 Parque Estadual Intervales (PEI)

A area do parque € de 41.987,81 ha e abrange os municipios de Guapiara,
Eldorado Paulista, Iporanga, Ribeirdo Grande e Sete Barras (24°12°-24°32°S e
48°03’-48°32°0). O PEI foi criado em 08/06/1995 pelo Decreto 40.135 e até
recentemente (2006) era o unico parque estadual gerido pela Fundacéo Florestal
(Plano de Manejo do PEI, 2009). Sua composi¢cao é de Floresta Ombréfila Densa.
Na zona de amortecimento ocorrem a Floresta Estacional Semidecidual e elementos

de Floresta Ombroéfila Mista.
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3.2.3 Parque Estadual da Serra do Mar (PESM)

A area do parque € de 315.390,69 ha e abrange parte de 23 municipios,
desde Ubatuba, na divisa do Estado do Rio de Janeiro, até Pedro de Toledo no
litoral sul do Estado. Ja no planalto abriga cabeceiras formadoras dos Rios Paraiba
do Sul, Tieté e Ribeira de Iguape até Sao Paulo, Mogi das Cruzes e Cunha. Desta
forma, pode-se concluir que o PESM constitui um verdadeiro corredor ecoldgico,
conectando os mais significativos remanescentes de Mata Atlantica do pais (Plano
de Manejo do PESM, 2006).

O parque foi criado pelo Decreto 10.251, de 30/08/77. Originalmente sua area
era composta da juncdo de diversas reservas e outras unidades de conservacgao ja
existentes. Com o Decreto 13.313, de 06/03/79a area foi ampliada através da
incorporagao da Fazenda Picinguaba, situada no municipio de Ubatuba (Plano de
Manejo do PESM, 2006).

Dos oito nucleos admistrativos, trés sedes estdo no planalto: Cunha, Santa
Virginia e Curucutu, e cinco na regido litordnea: Picinguaba, Caraguatatuba, Séo
Sebastido, Cubatdo e Pedro de Toledo (Plano de Manejo do PESM, 2006). O nucleo
amostrado nesse estudo é o de Santa Virginia (NSV), que abrande os municipios de
S&o Luiz do Paraitinga e Natividade da Serra (23°17°-23°24’S e 45°03’-40°11°0O) com
17.500,00 ha, divididos em Itamambuca (SVN - |) e Vargem Grande (SVN - SV). Sua
fitofisionomia principal é floresta ombrofila densa. Por conta da altitude, os tipos de
florestas ombréfilas densa variam, desde a floresta de terras baixas (até 50m de
altitude), com arvores de até 40 m de altura, até as florestas alta montana em
altitudes mais elevadas (entre 1000 e 1200m) (Plano de Manejo do PESM, 2006).

3.3 Obtengao das amostras fecais

As amostras foram coletadas pelo método de busca ativa (Voss e Emmons
1996), que consiste em percorrer estradas de terra e trilhas ja existentes nas areas
de estudo em busca da evidéncias da presenca de mamiferos. O periodo de coleta
no qual foram analisadas as amostras fecais foi de novembro/2015 a julho/2016
(Tabela 2).

Das amostras coletadas foram retirados aproximadamente 5 cm da
extremidade das fezes (Figura 2a) e estes foram colocados em tubos de
polipropileno (falcon) com adigdo de alcool 100%. Os tubos foram identificados com
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o local de coleta (area de estudo e trilha) e a data (Figura 2b). Em laboratério, as

amostras foram armazenadas no freezer a - 20 °C até a extragao do DNA.

Figura 2. (a) Morfologia das extremidades das fezes coletadas; (b) Identificacdo dos tubos

com as amostras.

3.4 Extragao de DNA de fezes

Para a extracdo do DNA das amostras de fezes, foi utilizado o kit de extracéo

“QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit” (Qiagen) seguindo as instrugdes do fabricante. O

kit é utilizado para retirar o excesso de inibidores de PCR e para manter o DNA mais

puro.

As etapas seguidas foram as seguintes:

1.

Em um tubo de 2ml foram colocados 350ul de alcool + um fragmento
pequeno de fase sélida;

A) Foi adicionado 1ml do tampé&o 'InhibitEX Buffer' em cada amostra e
em seguida elas foram vortexadas por 1 min;

B) As amostras foram incubadas a 70°C por 5 min;

C) As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 50 min;

3. As amostras foram vortexadas rapidamente;

4. As amostras foram centrifugadas a 14.000rpm por 2min para a

formacao do pellet;

A) Foram transferidos 600ul do sobrenadante para um novo tubo de
2ml e o pellet foi descartado;

B) Foram adicionados 25ul de Proteinase K para digestdo das

proteinas;
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C) Foram adicionados 600ul do tampéao 'Buffer AL' e as amostras foram
vortexadas por 15 segundos;
D) As amostras foram incubadas a 70°C por 30 min;

6. Foram adicionados 600ul de etanol 100% para a lise e as amostras
foram vortexadas;

7. A) Em um tubo com filtro, foram adicionados 600ul do produto da lise
(12 aliquota) sem tocar o filtro;
B) Os tubos foram centrifugados a 14.000rpm por 1 min.

8. A) O tubo coletor foi retirado, o filtrado foi descartado e um novo tubo
coletor foi reacoplado a coluna;
B) Foram adicionados 600ul do produto da lise (22 aliquota);
C) Os tubos foram centrifugados a 14.000rpm por 1 min;

9. A) O tubo coletor foi retirado, o filtrado foi descartado e um novo tubo
coletor foi reacoplado a coluna;
B) Foram adicionados 600ul do produto da lise (32 aliquota);
C) Os tubos foram centrifugados a 14.000rpm por 1 min;

10.A) O tampéao 'Buffer AW1' foi agitado fortemente para homogeinizagéo;
B) A cada tubo foram adicionados 500ul de Buffer AW1;
C) Os tubos foram centrifugado a 14.000rpm por 1 min;

11.A) O tubo coletor foi retirado, o filtrado foi descartado e um novo tubo
coletor foi reacoplado a coluna
B) Foram adicionados 500pul do tampéao 'Buffer AW2',
C) Os tubos foram centrifugados a 14.000rpm por 3 min;

12.A) O tubo coletor foi retirado, o filtrado foi descartado e um novo tubo
coletor foi reacoplado a coluna.
B) Os tubos foram centrifugados a 14.000rpm por 3 min;

13.A) As colunasforam transferidas para novos tubos de 1,5mL;
B) Foram adicionados 200ul do tampéao 'Buffer ATE";
C) Os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 30 min;

14.Os tubos foram centrifugado a 14.000rpm por 1 min para eluir o DNA;
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3.5 Diagnéstico das espécies

Com o intuito de identificar as espécies depositoras foram amplificados: um
fragmento especifico do gene Citocromo b, de 146 pb, utilizando um par de primers
(5'-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3/, 5'-
TATTCTTTATCTGCCTATACATRCACG-3') descrito por Farrell et al. (2000), e um
fragmento especifico do gene ATP6, de 126 pb utilizando um par de primers (5°—
AACGAAAATCTATTCGCCTCT-3’, 5-TGGATGGACAGTATTTGTTTTGAT-3")
descrito por Chaves et al. (2012).

O DNA foi amplificado em uma reacdo de PCR com volume final de 15uL, no
qual se utilizou 1x de tampao Buffer TM (Invitrogen), 4,0mM de MgCl,, 0,5pmol de
primer forward e reverse, 0,2ug/ml de BSA (BioLabs), 1 unidade de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen), 0,16mM de dNTPs, 5uL de DNA e H,O deionizada para
completar o volume final da reagao.

As reacgdes de amplificacao foram feitas em um termociclador Veriti 96 WELL
Thermal Cycler (Applied BioSystems). Para o gene Citocromo b, a programacéo do
termociclador foi a seguinte: inicialmente o DNA foi desnaturado a 95°C por cinco
minutos; em seguida foram realizados 40 ciclos, cada um consistindo de 45
segundos de desnaturagao a 94°C, 45 segundos de anelamento a 50°C e um minuto
de extensao a 72°C; por fim, uma extenséo final a 72°C por 20 minutos. Para o gene
ATPG6, a programacéao do termociclador foi: uma desnaturagao inicial do DNA a 94°C
por 5 minutos, seguida de10 ciclos de 94°C por 45 segundos, 60°C de anelamento
por 45 segundos (touchdown - 1°C) e 72°C por um minuto e meio de extensao, até
atingir a temperatura de anelamento de 50°C. Em seguida foram realizados 30 ciclos
consistindo de: 45 segundos de desnaturagao a 94°C, 45 segundos de anelamento a
50°C e um minuto e meio de extensdo a 72°C. Por fim, foi feita uma extensao final a
72°C por 10 minutos. A fim de controlar o processo de amplificacdo e evitar
contaminagdes, foram incluidos em cada reagdo controles positivos (amostra de
tecido de Puma concolor) e controles negativos.

Apods as reacgoes de PCR, os produtos da amplificagao foram visualizados por
meio de uma eletroforese em gel de agarose 1%, conduzida em tampao TBE 1X por
50 minutos a 90 volts. As amostras foram coradas com GelRed (Unicience) afim de

serem visualizadas em luz UV e o tamanho dos fragmentos obtidos com as
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amplificagcbes foi estimado por comparagdo com o padrdo ladder 1kb Plus
(Invitrogen).

Posteriormente, as amostras que apresentavam apenas o fragmento
amplificado foram purificadas com o kit ExoSAP - IT (Affinetrix), para a retirada do
excedente de primers. No termociclador a temperatura de acdo da enzima foi de
37°C por 15 minutos e num segundo momento 80°C por 15 minutos para degradar a
enzima.

Os produtos de PCR foram enviados para sequenciamento em sequenciador
automatico ABI3730XL (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram
analisadas e editadas nos software Geneious v. 7.1.7 (Kearse et al. 2012) e Bioedit
(Hall 2011). Apos a edicédo e o alinhamento das sequéncias, foram calculadas as
distancias genéticas entre as sequéncias obtidas e sequéncias de referéncia através
do software MEGA v.5.03 (Tamura et al. 2011), utilizando o Modelo de Dois
Paréametros de Kimura (1980). Por meio de uma analise de Neighbor-Joining (Saitou
e Nei 1987) foram construidas duas arvores de similaridade, uma para o gene ATP6
e outra para o Citocromo b. A significancia estatistica foi avaliada pelo método de
bootstrap com 1000 replicagbes. Com a finalidade de comparar as sequéncias das
amostras fecais com sequéncias de referéncia, foram utilizadas sequéncias
provenientes do préprio Laboratorio de Biodiversidade Molecular e Conservagao da
UFSCar, cedidas pelo Centro Nacional de Pesquisa e Conservagcao de Mamiferos

(CENAP - ICMBIo), além de sequéncias de carnivoros obtidas junto aos bancos

mundiais de dados GENBANK e BOLD Systems
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ e http://www.boldsystems.org/,
respectivamente.

4. RESULTADOS

Do total de 27 amostras coletadas, o sucesso na extracdo do DNA foi de
100% (houve amplificagdo de DNA para todas as amostras). Para as amostras
identificadas positivamente ao nivel de espécie, ou seja, que geraram sequencias
satisfatorias, o sucesso foi de 20% para o gene ATP6 e de 100% para o gene
Citocromo b.

Todas as amostras pertenciam a familia Felidae. Seis amostras identificadas
como: Num 8, Num 18, Num 23, Num 24, Num 25 e Num 26 (Tabela 2ab) foram
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identificadas quanto a espécie de origem para o gene ATP6 com base na
similaridade das sequéncias obtidas com as sequéncias de referéncia de Puma
concolor obtidas no GenBank (acesso: FJ596287.1), BOLD (acesso: CAR064-11);
de Phantera onca obtidas no GenBank (acesso: FJ596284.1), BOLD (acesso:
CAR217-11) e de Puma Yagouaroundi obtida no BOLD (acesso: CAR263-11). As
seis amostras foram identificadas como P. concolor (Figura 3a) como pode ser visto
pelos sitos polimorficos, caracteristicos de cada espécie (Figura 3b). Houve baixa
similaridade entre as sequéncias de referéncias de outros felinos presentes no
bioma, como Leopardus pardalis (acesso: CAR208-1) e Leopardus wiedii (acesso:
CARTO017-11).

Para o gene citocromo b, as 27 amostras foram identificadas quanto a
espécie de origem com base na similaridade das sequéncias obtidas com as
sequéncias de referéncia de Leopardus pardalis obtida no GenBank (acesso:
DQ469953.1), de Puma concolor obtidas no GenBank (acesso: DQ469950.1) e com
as amostras de sangue do CENAP-ICMBio. Foram identificadas duas amostra de
Leopardus wiedii, nove de Leopardus pardalis, dez de Leopardus guttulus e seis de
Puma concolor (Tabela 2ab; Figura 4a). Os sitios polimorficos que diferenciam cada
espécie podem ser observados na Figura 4b.

As amostras que foram coletados os dados georreferenciados pode ser
visualizadas nos mapas dos parques (Figura 5 a 8), ja as amostras que nao tiveram
seus dados georreferenciados coletados estdo descritas nas tabelas 3, 4, 5 e 6,

conforme trilha que foram coletadas.
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Tabela 2a. Informagdes sobre a origem das amostras/sequéncias utilizadas como referéncia
e das amostras de fezes coletadas, data da coleta, trilhas em que foram coletadas, e
identificagdo das espécies a partir dos dois diferentes genes analisados. (PE) Parque

Estadual, (°) identificacdo pelo gene ATPS; (°) identificacdo pelo gene Citocromo b.

Amostra Material PE Data Trilha Identificagdao
1 fezes PEI 29/04/2016 Tr. Trop 1 L.guttulus®
fezes PEI 29/04/2016 Tr. Mirante L.guttulus®
3 fezes PEI 20/04/2016 Tr. Trop 1 L.guttulus®
4 fezes PEI 29/04/2016 Tr. Trop 1 L.wiedii °
5 fezes PEI 24/06/2016 Tr. Rest L.pardalis®
6 fezes PEI 20/06/2016  Sede Pesquisa L.guttulus”
7 fezes PEI 26/11/2015 Tr. Rest L.guttulus”®
8 fezes NSV -VG 20/01/2016 Tr. Boneca P. concolor”®
9 fezes ~ NSV-1  31/05/2016  Tr. ltamambuca L.pardalis "
10 fezes NSV-1  31/05/2016 Tr. Ipiranga L.guttulus®
11 fezes NSV - | 31/05/2016  Tr. ltamambuca L.pardalis”
12 fezes NSV -1  31/05/2016  Tr. ltamambuca L.pardalis”
13 fezes NSV -VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis®
14 fezes NSV -VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis”
15 fezes NSV -VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis®
16 fezes NSV -VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis”
17 fezes PEI 24/06/2016 Tr. Rest L.pardalis®
18 fezes PEI 24/06/2016 Tr. Rest P. concolor”®
19 fezes PEI 24/06/2016 Tr. Rest L.pardalis®
20 fezes PEI 24/06/2016 Tr. Rest L.guttulus®
21 fezes PEI 24/06/2016 Tr. Rest L.guttulus®
22 fezes PEI 21/06/2016 Tr. Trop 1 L.guttulus”
23 fezes PECB 28/07/2016 Tr. Servigo P. concolor”®
24 fezes PECB 28/07/2016 Tr. Taquaral P. concolor”®
25 fezes PECB 26/06/2016 Tr. Servigo P. concolor”®
26 fezes PECB 26/06/2016 Tr. Servigo P. concolor”®
27 fezes PECB 28/06/2016  Tr. Aceiro Bacural L.guttulus®
Pc-BR sangue CENAP - - P. concolor
Pc-C sangue CENAP - - P. concolor
Lp-BR sangue CENAP - - L. pardalis
Lp-C sangue CENAP - - L. pardalis
Lw-s sangue CENAP - - L. wiedii
Lg-s sangue CENAP - - L.guttulus
Lc-BR sangue CENAP - - L. colocolo

Po-s sangue CENAP - - P. onca
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Tabela 2b. Informagdes sobre a origem das amostras de fezes coletadas, trilhas em

que foram coletadas, identificagdo das espécies a partir dos dois diferentes genes

analisados e coordenadas geograficas em graus decimais. (PE) Parque Estadual, (%)

identificagdo pelo gene ATP6; (°) identificagéo pelo gene Citocromo b.

Amostra PE Trilha Identificacdo  Latitude  Longitude
6 PEI Sede Pesquisa L.guttulus® -24.273365 -48.416197
13 NSV - VG Tr. Torre L.pardalis b -23.440666 -45.245808
14 NSV - VG Tr. Torre L.parda/isb -23.440666 -45.245808
15 NSV - VG Tr. Torre L.pardalis b -23.440666 -45.245808
16 NSV - VG Tr. Torre L.pardalis b -23.440666 -45.245808
27 PECB Tr. Aceiro Bacural L.guttulus® -24.056723 -47.975455

Num 26\
Mum 8
Mum 25

a8 Pc-BOLD
Pc-GB
Mum 24

95
Mum 23
Mum 18
-/ Fonte das imagens:

PY—B D LD http://procarnivoros.org.br/
Po-BOLD

33 Po-GB
C thous GB

Figura 3a. Arvore neighbor-joining do fragmento de 126 pb do gene ATP6 com base
em sequéncias de referéncia (finais GB e BOLD) e sequéncias obtidas a partir de amostras
fecais coletadas na Mata Atlantica (Num; Tabela 2), , com Cerdocyon thous como grupo
externo. Os valores de bootstrap, baseados em 1000 replicagbes, sdo mostrados sobre os

bragos. (Pc) Puma concolor, (Py) Puma yagouaroundi, (Po) Panthera onca.
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Figura 4a. Arvore neighbor-joining das seqiiéncias do gene Citocromo b de
referéncia e das amostras de fezes coletadas na Mata Atlantica, com Cerdocyon thous como
grupo externo. Os valores de bootstrap, baseados em 1000 replicagbes, sdao mostrados
sobre os bracos. A nomenclatura GB refere-se as sequéncias obtidas no GenBank; BOLD
refere-se as sequéncias do BOLD Systems; Num refere-se as amostras de fezes e os outros
estdo descritos na Tabela 2. (Pc) Puma concolor, , (Lt) Leopardus tigrinus (Ié-se Leopardus

guttulus), (Lw) Leopardus wiedii, (Lp) Leopardus pardalis, (Lc) Leopardus colocolo.
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Figura 3b. Fragmento de DNAmt do gene ATP6 com 75 pares de bases evidenciando os sitios de polimorfismo entre P. concolor, P.

yagouaroundi e P. onca. C. thous é o grupo externo. Num — amostras de fezes; GB — GenBank; BOLD — BOLD Systems.
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Figura 4b. Fragmento de DNAmt do gene citocromo b com 63 pares de bases evidenciando os sitios de polimorfismo entre P. concolor,
L. pardalis, L. tigrinus (Ié-se L. guttulus) e L. wiedii. C. thous é o grupo externo. Num — amostras de fezes; GB — GenBank; o restante sao

amostras de sangue.
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Figura 5. Localizagdo das trilhas do Parque Estadual Carlos Botelho (PECB) e da
amostra 27 identificada como L. guttulus.

Na tabela 3 estdo as outras amostras encontradas no PECB que ndo tiveram

seu ponto de coleta georrefenciado.

Tabela 3. Identificagdo das amostras nas trilhas do PECB. () identificagdo pelo gene

ATPS; (°) identificagdo pelo gene Citocromo b.

Amostra Data Trilha Identificagdao
23 28/07/2016 Tr. Servigo P. concolor””
24 28/07/2016  Tr. Taquaral P. concolor””
25 26/06/2016 Tr. Servigo P. concolor””
26 26/06/2016 Tr. Servigo P. concolor”®

27 28/06/2016 Tr. Aceiro Bacural L.guttulus®
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Figura 6. Localizacao das trilhas do Parque Estadual Intervales (PEI) e da amostra 6

identificada como L. guttulus.

Na tabela 4 estdo as outras amostras encontradas no PEI que n&o tiveram

seu ponto de coleta georrefenciado.

Tabela 4. Identificagdo das amostras nas trilhas no PEI. () identificagdo pelo

gene ATP6; (°) identificacdo pelo gene Citocromo b.

Amostra Data Trilha Identificagdo
1 29/04/2016 Tr. Trop 1 L.guttulus®
2 29/04/2016 Tr. Mirante L.guttulus®
3 20/04/2016 Tr. Trop 1 L.guttulus®
4 29/04/2016 Tr. Trop 1 L.wiedii °
5 24/06/2016 Tr. Rest L.pardalis”
6 20/06/2016  Sede Pesquisa L.guttulus®
7 26/11/2015 Tr. Rest L.guttulus®
17 24/06/2016 Tr. Rest L.pardalis®
18 24/06/2016 Tr. Rest P. concolor™”
19 24/06/2016 Tr. Rest L.pardalis®
20 24/06/2016 Tr. Rest L.guttulus®
21 24/06/2016 Tr. Rest L.guttulus®

22 21/06/2016 Tr. Trop 1 L.guttulus®
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Figura 7. Localizacao das trilhas do Parque Estadual Serra do Mar, Nucleo Santa Virginia —

base sede — ltamambuca (NSV-I).

Na tabela 5 estdo as amostras encontradas no PESM — NSV-I que néo

tiveram seu ponto de coleta georrefenciado.

Tabela 5. Identificagdo das amostras nas trilhas no PESM — NSV-I. (%)

identificagdo pelo gene ATP6; (°) identificagéo pelo gene Citocromo b.

Amostra Data Trilha Identificagdao
9 31/05/2016  Tr. ltamambuca L.pardalis®
10 31/05/2016 Tr. Ipiranga L.guttulus®
11 31/05/2016  Tr. ltamambuca L.pardalis®

12 31/05/2016  Tr. ltamambuca L.pardalis”
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Figura 8. Localizagao das trilhas do Parque Estadual Serra do Mar, Nucleo Santa Virginia —

Vargem Grande (NSV-VG) e das amostras 13, 14, 15 e 16, todas identificadas como L.

pardalis.

Na tabela 6 estdo as outras amostras encontradas no PESM — NSV-VG que

nao tiveram seu ponto de coleta georrefenciado.

identificacdo pelo gene ATP6; (°) identificacéo pelo gene Citocromo b.

Amostra Material PE Data Trilha Identificagdo
8 fezes NSV-VG 20/01/2016 Tr. Boneca P. concolor”®
13 fezes NSV-VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis®
14 fezes NSV-VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis®
15 fezes NSV-VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis®
16 fezes NSV -VG 06/07/2016 Tr. Torre L.pardalis®

Tabela 6. Identificagdo das amostras nas trilhas no PESM — NSV-VG. (%)
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5. DISCUSSAO

Identificar a espécie de origem da amostra fecal € um desafio devido a baixa
quantidade e qualidade do DNA obtidos nas fezes (Taberlet et al. 1999), o alto
potencial de contaminacdo (Taberlet et al. 1996, Palomares et al. 2002) e a
dificuldade de discernir entre o DNA da espécie e o de suas presas (Ernest et al.
2000).

Este trabalho mostrou que é possivel discernir e diferenciar espécies atraves
da analise de sequéncias de DNAmt, pois apenas o uso do tamanho e morfologia
das fezes podem gerar resultados enviesados, como descreve Miotto et al. 2007.

Uma vantagem em se utilizar fragmentos de DNAmt € a de que ele esta
presente nas amostras em um numero muito maior de copias do que o DNA nuclear,
ja que ele esta presente em milhares de cépias em cada célula, enquanto o DNA
nuclear possui uma unica copia por célula (Broquet et al. 2007; Chavez et al. 2012).
Além disso, pequenos fragmentos estdo mais susceptiveis a um sucesso de
amplificagdo em amostras com DNA degradado, como ocorre em amostras fecais
(Broquet et al. 2007; Kohn et al. 1995; Taberlet et al. 1999). Frantzen et al. (1998)
relataram altas taxas de sucesso de amplificacdo de fragmentos de DNAmt de 190
pb a partir do material fecal, mas esse sucesso decrescia significativamente para
fragmentos maiores.

Todas as espécies aqui identificadas pertencem a familia Felidae. O fato de
terem sido encontradas apenas amostras de felinos pode ser explicado pelo habito
desses animais em usar continuamente estradas de terras e trilhas para
deslocamento marcando com frequéncia seus territérios nesses locais (Miotto et al.
2007, 2012; Ruell et al. 2009).

O sucesso de amplificagdo utilizando os marcadores DNAmMt aqui
selecionados foi de 100%, e aqueles identificados positivamente a nivel de espécie,
ou seja, que geraram sequencias satisfatorias foram de 20% para o gene ATPG6 e de
100% para o gene Citocromo b. Segundo Rodgers e Janecka (2013),
aproximadamente 80% das amostras de fezes coletadas ira fornecer DNA adequado
para a identificagcao de espécies quando sao utilizados marcadores de DNAmt.

Chaves et al. (2012) testaram e compararam trés diferentes fragmentos de

DNAmt para a identificagdo de carnivoros Neotropicais: genes ATP6, citocromo b, e
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citocromo oxidase | (COIl). Os autores concluiram que o gene ATP6 tem o maior
poder discriminatério entre os carnivoros e o maior sucesso de amplificagao a partir
de amostras nao-invasivas, além de nao amplificar DNA de possiveis presas.
Entretanto, neste trabalho, notamos que o sucesso de sequenciamento para o gene
ATP6 foi muito inferior ao do Citocromo b. Esse fato pode estar relacionado a dois
fatores: é possivel que uma melhor padronizagdo da reagado de PCR para o gene
ATP6 seja necessaria, 0 que poderia resultar em melhores produtos de amplificagao
para sequenciamento; ou, devido ao acaso, o DNA das amostras de fezes estava
mais degradado justamente nesse loco génico, o que gerou sequéncias pouco
satisfatorias para edigao/interpretagdo. Outros trabalhos ja indicaram que o gene
mitocondrial Citocromo b distingui de forma confiavel as espécies de felinos
Neotropicais (Farrell et al. 2000 ; Miotto et al. 2007; JanecCka et al 2008), e a alta
similaridade encontrada nesse trabalho entre as sequéncias de referéncia e as
sequéncias obtidas a partir das fezes exclui a possibilidade de amplificacido de
sequéncias oriundas de presas, principal critica apontada por Chaves et al. (2012)
para o emprego desse gene na identificacdo de amostras ndo invasivas.

A analise filogenética utilizando um segmento de 146 pb do citrocormo b e
126 pb do ATP6 produziu duas arvores consistentes (valores de bootstrap
superiores a 60%).

A partir das amostras aqui precisamente identificadas quanto a espécie,
poderao ser realizadas as analises subsequentes a cerca dos habitos alimentares e
das relagdes tréficas dessas espécies nos remanescentes florestais de Mata
Atléntica de forma confiavel.

6. CONCLUSOES

e O diagndstico molecular para a confirmagao da espécie de origem das
fezes se mostrou eficiente e importante, podendo contribuir com os trabalhos de

conservagao.

e As técnicas nao invasivas, utilizando o DNA de fezes sao uma

ferramenta complementar aos meétodos de captura e telemetria tradicionais
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utilizados em trabalhos com carnivoros, e tém se mostrado cada vez mais

essenciais para a obtengao de dados para esse grupo.

e O fragmento de DNAmt do gene citocromo b utilizado se mostrou
eficiente para distinguir os felinos, em especial os felinos de pequeno porte
(género Leopardus).

¢ Necessidade de continuidade e aprofundamento do estudo, para gerar

dados de identificacdo a nivel de individuo, para analise de populagao.
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