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Resumo

Este trabalho teve como objetivo principal descrever a diversidade genética e
identificar a estrutura populacional de populagdes de tamandué-mirim distribuidas ao longo
dos biomas brasileiros através do uso de ferramentas de genética de populagdes e do acesso
a regides neutras e adaptativas do genoma da espécie. A amostragem de individuos de
tamandué-mirim é complicada pela dificil deteccdo do animal em trabalhos de campo, pela
sua complicada captura e manipulagdo. Assim, fez-se necessario 0 uso de espécimes de
museu e de amostras ndo-invasivas. A fim de validar o uso das mesmas para a genotipagem
confiavel de oito locos de microssatélites desenvolvidos para a espécie foi utilizado um
método de padronizacio da qualidade das amostras (Indice de Qualidade, QI) e estimativa
dos erros de genotipagem. Foi observada uma qualidade superior das amostras néo
invasivas (N=19) em relacdo as peles de museu (N=138). Foi possivel também eliminar
amostras com desempenho ruim (QI<0.7 e sucesso de amplificagdo maior que 75%), e
garantir a confiabilidade dos resultados de microssatélites das amostras que permaneceram

no estudo para analises posteriores.

Devido a grande area de distribuicdo da espécie de forma continua, se tornou
complicado tracar populagdes pré-definidas. Assim, a abordagem da genética da paisagem
foi a ferramenta mais apropriada para o estudo da estrutura de populacbes em T.
tetradactyla (N=176). Comparativamente, duas abordagens foram usadas: agrupamento de
individuos pelo critério de proximidade geografica, designado aqui como a priori (20
populacdes), e andlises baseadas no individuo, sem informacdo prévia de agrupamento
populacional, referida no capitulo como a posteriori (quatro transectos testados). Foram

encontrados niveis de diversidade moderados (média de 11.38 alelos por 16co) e poucas



evidéncias de estruturacdo entre populacfes das localidades amostradas (K=2 na maioria
dos testes). Os individuos que mostraram maior diferenciacdo foram originados da Floresta
Amazonica. Esta regido também demonstrou maior diversidade genética (riqueza alélica e
heterozigosidade esperada) que as outras. Por outro lado, populagfes distribuidas ao longo
da Mata Atléntica e regifes adjacentes demonstraram um padrdo de isolamento por
distancia. Populagdes do Brasil central (Cerrado e Pantanal) ndo demonstraram

diferenciacdo em relacdo as demais.

Finalmente, foi estudada a variacdo genética adaptativa da espécie através da
diversidade do gene DRB do complexo MHC. Esta familia génica codifica proteinas
envolvidas no reconhecimento de antigeno e ativacdo da resposta imune adaptativa, e séo
regulados por selecdo natural, especialmente por pressio seletiva dirigida por patogenos. E
esperado que a diversidade de patdgenos seja distinta nos biomas brasileiros, sendo 0s
ambientes florestais mais biodiversos neste quesito do que ambientes da Diagonal Seca, 0
que representa pressdes seletivas diferentes. Assim, foi investigada a diversidade do gene
DRB éxon 2 em individuos (N=65) dos diferentes biomas brasileiros através de
sequenciamento de nova geracdo (454 GS Junior), e os resultados de distribuicdo dos alelos
foram comparados com os microssatélites. Foi encontrada uma alta diversidade (60 alelos
no nivel de aminoacido e 70 alelos no nivel de nucleotideos) e assinaturas claras de selecédo
positiva no gene (dN/dS=2.94). Maior riqueza alélica e proporcdo de alelos privados foram
encontradas em biomas florestados, especialmente na Floresta Amazénica. Além disso, 0s
marcadores neutros (microssatélites), demonstraram padrdes similares ao DRB, revelando a
forca de eventos demogréficos e deriva genética que também moldaram os padrfes de

diversidade deste gene do MHC.



Abstract

This work aimed to describe the genetic diversity and population structure of
populations of the lesser anteater distributed along Brazilian biomes through population

genetic tools, accessing neutral and adaptive genomic regions of the species.

Sampling lesser anteater individuals is complicated due to infrequent detection of
the animal in field works, its complicated capture and manipulation. Thus, it was necessary
to use museum specimens and noninvasive samples. To validate these samples for the
reliable genotyping of eight microsatellite loci developed for the species, a standardization
method of the quality of samples (Quality Index, QI) and genotyping errors was used. A
superior quality of noninvasive samples (N=19) compared to study skins (N=138) was
observed. It was also possible to eliminate samples with a bad performance (QI<0.7 and
amplification success higher than 75%), and thus guarantee the reliability of microsatellites

results for samples kept in further analysis.

Due to the great and continuous distribution area of the species, it becomes difficult
to delineate predefined populations. Thereby, landscape genetics approach was a better
suited tool for studying the population structure of T. tetradactyla individuals (N=176).
Comparatively, two approaches were used: grouping of individuals by a geographical
proximity criterion, designated here as a priori (20 populations), and analysis based on
individuals, without previous information of population grouping, referred here as a
posteriori (four transects tested). Moderate levels of diversity were found (average of 11.38
alleles per locus), and few evidences for structuring between populations of the sampled

localities (K=2 in most tests). The individuals showing the major differentiation were



originated from the Amazon Forest. This region also demonstrated higher genetic diversity
(allelic richness and expected heterozygosity) than others. By the other hand, populations
distributed in Atlantic Forest and adjacent regions demonstrated a pattern of isolation by
distance. Populations from central Brazil (Cerrado and Pantanal) did not show distinction

from the others.

Finally, the adaptive genetic variation of the species was studied through DRB gene
diversity, from MHC. This gene family codes for proteins involved in the antigen
recognition and activation of the adaptive immune response, and are regulated by natural
selection, especially by selective pressure driven by pathogens. It is expected that the
pathogen diversity is distinct in Brazilian biomes, being florested biomes more diverse than
dry central Brazil environments, which represents different selective pressures. Therefore,
the diversity of DRB exon 2 gene in individuals (N=65) from different Brazilian biomes
was investigated through Next Generation Sequencing (454 GS Junior), and the results of

allele distributions were compared with microsatellites.

A high diversity was found (60 alleles in amino acid level and 70 in nucleotide
level) and clear signatures of positive selection in DRB (dN/dS=2.94). Greater allelic
richness and private allele number were found in forested biomes, especially in the Amazon
Florest. Besides, neutral markers (microsatellites) demonstrated similar patterns to DRB,
revealing the strength of demographic events and genetic drift in shaping the diversity

patterns in MHC.



Introducéo Geral

A diversidade genética é essencial para a continuidade das espécies na nature:
componente genético € um dos pardmetros utilizados para avaliar o grau de ameaca em que
uma espécie se encontra (Frankham et al. 2002). De fato, uma grande meta-anélise de
espécies de diversos taxons demonstrou que a maioria dos taxons ameagados apresenta,
concomitantemente, menor diversidade genética do que seus taxons proximos nao
ameacados (Spielman et al. 2004). Embora a baixa diversidade genética ndo determine
necessariamente um grau de ameaca para populacdes ou espécies, é um dos indicadores de
alerta para propositos futuros de conservacdo (Noss 1990). Trabalhos que focam em
diversidade genética enfatizaram, sobretudo, a variacdo neutra do genoma, mas hoje em dia
podemos aceder com a mesma facilidade a diversidade genética neutra e a adaptativa, como

apresentado em seguida.

O estudo da variacdo genética ao longo da distribuicdo geografica de uma espécie
foi, e é ainda, extensamente explorado pela disciplina da filogeografia (Avise 2000).
Originalmente dedicada ao estudo do DNA mitocondrial como marcador genético, a
filogeografia expandiu grandemente nos Gltimos anos, incorporando analises complexas,
mais integrativas, de diversificacdo de populagdes ou espécies com modelos estatisticos
preditivos de teste de hipdtese (Knowles 2009; Hickerson et al. 2010). Os marcadores
genéticos como ferramenta de estudo também passaram por grande desenvolvimento.

Estudos nesta area fizeram uso de polimorfismos de base Unica (Single Nucleotide



Polymorphism, SNP) em regiGes codificantes e intrénicas, microssatélites, e mais
recentemente, de genomas parciais ou completos (Sunnucks 2000; Davey et al. 2011).
Ainda entre as vertentes originadas da area da filogeografia, surgiu recentemente a genética
da paisagem que tem como objetivo fornecer informagdes sobre a interacdo entre as
caracteristicas da paisagem (como a presenca de barreiras fisicas a dispersdo, que podem
ser desde rios e montanhas até fatores menos oObvios, como gradientes de umidade no
ambiente ou a presencga de uma rodovia extensa) e 0s processos micro-evolutivos (como o
fluxo génico, a deriva genética e selecdo natural dentro de uma mesma espécie; Manel et al.
2003). Os principais enfoques da disciplina da genética da paisagem sdo a deteccdo das
descontinuidades genéticas, sem a inferéncia a priori de quais e/ou quantas sdo as
populacbes, e a correlacdo destas com a paisagem e caracteristicas ambientais. Esta
abordagem pode ser til na identificacdo de barreiras cripticas, que podem ser barreiras ao
fluxo génico contemporaneo entre as popula¢fes sem nenhuma causa 6bvia, ou de regides
de contato secundario entre populagBes previamente isoladas, revelando assim uma barreira

ao fluxo génico historica (revisado em Holderegger & Wagner 2008; Storfer et al. 2010).

Embora o crescimento das areas da filogeografia e genética da paisagem tenham sido
constantes a nivel mundial, ainda existe um atraso no conhecimento filogeografico de
taxons da América do Sul. Particularmente em relacdo a mamiferos, ainda que o
Neotropico apresente uma grande riqueza de espécies, até o ano de 2008 somente cerca de
7% de todos os estudos de estruturagdo genética foram feitos com mamiferos sul-
americanos (Beheregaray 2008). Ndo obstante, os estudos com taxons da América do Sul
podem fornecer conhecimento sobre os processos histéricos subjacentes a diversificacdo

nesta regido (por exemplo, Turchetto-Zolet et al. 2013). O entendimento destes processos é



de grande importancia, sobretudo considerando a vasta degradacdo das paisagens
neotropicais devido a recente a¢do antrdpica, resultado em severa perda de hébitat (Brown
& Brown 1992; Carvalho et al. 2009). O estudo da diversidade genética neutra €,
geralmente, a primeira escolha para acessar os padrdes de diversidade dos taxons dessas

regides.

Diversidade genética neutra

A teoria neutra da evolucdo assume que a principal forca evolutiva atuando na
fixacdo de novos alelos em uma populacdo é a flutuacdo aleatdria das frequéncias alélicas
em populacdes finitas, geracdo apds geracdo, processo conhecido como deriva genética.
Assim, a maioria da variacao genética intra e interespecifica € neutra com relacdo a selecao
e, portanto, diferentes alelos de um l6co possuem o mesmo valor adaptativo, sem qualquer

efeito diferenciado ou direto no fitness de cada individuo (descrito em Kimura 1983).

O estudo da variabilidade genética com marcadores seletivamente neutros nos
permite observar padrbes que podem ser explicados, por exemplo, por processos
demograficos sofridos pelas populacdes de uma espécie ao longo do tempo, tais como
migracdes (medidas em fluxo génico entre populacdes), efeito fundador, alteragdes do
tamanho efectivo populacional, flutacbes populacionais, subdivisdo de populagdes pelo
surgimento de barreiras (vicariancia), ou por efeito de isolamento por distancia (Hartl &

Clark 2006).

Os microssatélites, ou repeticdes de sequéncia simples, sdo marcadores
considerados neutros em sua maioria, estdo frequentemente presentes em regides

genbmicas ndo-codificadoras ao longo de todo o genoma, e se caracterizam pela sua alta



taxa de mutacdo associada ao alto grau de polimorfismo de tamanho, relacionado ao
namero variavel de seus motivos repetitivos (Tautz 1989). Os marcadores microssatélites,
devido ao seu elevado grau de polimorfismo, sdo marcadores altamente eficientes na
resolucdo de diversas questdes a respeito da biologia das espécies (Frankham et al. 2002), e
tém sido bastante usados para estudos de populagGes naturais, especialmente aqueles
voltados para a conservacgdo de espéecies de mamiferos (Garner et al. 2005). A abrangente
utilidade destes marcadores os torna uma ferramenta metodoldgica poderosa na inferéncia
sobre padrbes de dispersdo intraespecificos, grau de divergéncia entre populagdes, o
tamanho das mesmas, a diversidade genética remanescente nelas, o grau de endogamia,
assim como sobre as relagdes de parentesco entre individuos, individualizacdo de amostras,
entre outros. Assim, sua utilizacdo pode contribuir para o melhor conhecimento de alguns
aspectos da biologia destas espécies que sdo dificeis de estudar através de observacoes

diretas (Balloux & Lugon-Moulin 2002, revisado em Selkoe & Toonen 2006).

Diversidade genética adaptativa

Normalmente, a maioria dos estudos acessa apenas a variabilidade neutra, onde se
assume que essa variacdo € indicadora da variabilidade adaptativa. Entretanto, estudos
apontam que a diversidade neutra pode nao refletir acuradamente a diversidade genémica

subjacente (Holderegger et al. 2006; Vali et al. 2008, Ljunggvist et al. 2010).

A variacdo genética que é controlada pela selecdo natural € conhecida como
diversidade genética adaptativa. Esta pode ser acessada através de experimentos de genética

quantitativa ou por marcadores adaptativos que advém de locos de genes funcionais, cuja



variacdo alélica tem consequéncias no fitness de individuos (Sommer 2005; Holderegger et

al. 2006).

Populagdes que apresentam baixa diversidade em marcadores genéticos neutros
podem apresentar uma diversidade também diminuida em regibes gendmicas importantes
para a adaptagdo a mudangas ambientais, tais como alteracdes nas comunidades de
patdégenos ou mudancas climéaticas. Muitos genes sdo potencialmente responsaveis pela
habilidade evolutiva de resposta as mudancgas ambientais, como genes de pigmentacdo ou
genes do sistema imune (Hoglund 2009). Exemplos de correlagdes positivas entre
diversidade neutra e adaptativa podem ser encontrados na literatura, como foi relatado para
a raposa do Artico (Vulpes lagopus), que demonstrou baixa diversidade genética em suas
populacbes continentais e insulares em microssatélites e em genes do complexo maior de

histocompatibilidade (Geffen et al. 2007; Ploshnitsa et al. 2012).

De fato, 0s genes do complexo principal de histocompatibilidade, MHC (do inglés,
Major Histocompatibility Complex), sdo exemplos classicos de marcadores adaptativos.
Constituem uma familia multigénica cujos produtos sdo glicoproteinas de superficie celular
que desempenham o importante papel de apresentar peptideos as células T no sistema
imune (Klein 1986). Este complexo de genes é composto, sobretudo, por duas subfamilias:
MHC classe | e classe Il. Ambas apresentam antigenos e permitem o reconhecimento de
moléculas préprias e ndo-proprias (Acevedo-Whitehouse & Cunningham 2006). Alguns
genes das classes | e Il apresentam niveis extraordinarios de polimorfismos sendo
caracterizados por grande numero de alelos de frequéncia intermediaria e com alta
ocorréncia de substituicdes ndo-sinébnimas dentro das regides que codificam os sitios de

ligagdo de antigenos (do inglés, Antigen Binding Site — ABS). Esse padrdo é inconsistente



com um cenario de neutralidade, sugerindo a agdo de selecdo natural do tipo balanceadora

na regido (Hughes & Yeager 1998).

O uso dos genes do MHC como marcadores genéticos em organismos ndo-modelo
tem crescido muito nos ultimos anos. Alguns dos estudos visam compreender o papel da
selecdo e da deriva genética em moldar a diversidade das populacGes atuais, atraves da
comparacao de padrdes revelados pelo uso de marcadores neutros, como microssatélites, e
do MHC (Aguilar et al. 2005; Bos et al. 2008; Agudo et al. 2011). Qutros estudos
propdem-se a correlacionar a variacdo encontrada no MHC com aspectos da biologia da
espécie estudada, como escolha de parceiros e reconhecimento de parentesco (Ditchkoff et
al. 2001; Landry et al. 2001), ou no uso da diversidade do MHC como indicativo de
viabilidade de populacdes de espécies ameacadas, uma vez que estes genes estdo
relacionados com a resposta imune e defesa a patogenos (Langefors et al. 2001; Wegner et

al. 2003).

Apesar do crescente interesse dos geneticistas de populacdes no complexo de genes
do MHC, este € ainda pouco estudado em espécies ndo-modelo e o reconhecimento e
caracterizacdo dos seus alelos pode ser bastante complicado. As técnicas para detectar
alelos de genes do MHC podem introduzir variacdes falsas (artefatos) que precisam ser
identificadas e tratadas. Alguns fatores imp6em dificuldades significativas na genotipagem
de MHC: (i) duplicagdes recentes, (ii) variagdo no nimero de I6cos em cada espécie e (iii) a
presenca de pseudogenes (Babik 2010). Apesar da existéncia de alguns estudos de MHC
em espécies ndo-modelo, correlacBes claras sobre a diversidade nestes marcadores e seus

efeitos no fitness de individuos/populacbes ainda ndo foram completamente esclarecidos



(Radwan et al. 2010) e as questdes pendentes representam material inestimavel para futuros

estudos.

Pilosa: Importancia historico-evolutiva

A ordem Pilosa (Gardner 2005), linhagem das atuais preguicas arbdreas e
tamanduas, juntamente com seu grupo irmédo, a ordem Cingulata, os tatus, constitui a
magna-ordem Xenarthra, uma das quatro linhagens basais de placentarios que englobam as

ordens atuais de mamiferos eutérios (Springer et al. 2004).

As espécies atuais de xenarthros sdo remanescentes de uma radiagdo evolutiva
promovida por seu isolamento na América do Sul durante o Terciario (entre o Paleoceno e
0 Eoceno, cerca de 65 milhdes de anos atras), e influenciada pelas mudangas ambientais no
passado (Patterson & Pascual 1972; Delsuc et al. 2004). Seu registro fossil parece ser
restrito ao continente americano (Delsuc et al. 2001). A monofilia da ordem ¢
classicamente reconhecida, todos os pilosos fdsseis e viventes exibem uma reducdo dental e
perda do esmalte dentario (caracteristica chave do grupo), até o extremo caso dos
tamanduas, que sdo desdentados (Engelman 1985; Vizcaino 2009). Apesar de ser composta
por apenas 10 espécies, retém boa parte da historia evolutiva dos placentéarios e sdo,
portanto, uma das prioridades para conservacdo da diversidade filogenética em vertebrados
(Fonseca 2001). Apesar de apresentar tal importancia, apenas alguns estudos foram
publicados até o momento utilizando ferramentas de genética molecular, abordando, por
exemplo, relacdes filogenéticas dentro deste e entre outros grupos de mamiferos (Arnason

et al. 1997; De Jong 1998; Delsuc 2002), diversidade genética entre populacGes de uma



mesma espécie (Moraes-Barros et al. 2002; Moraes-Barros et al. 2006) ou focados em

genética da conservacao (Collevati et al. 2007; Lara-Ruiz et al. 2008).

Tamandua-mirim: espécie de ampla distribui¢do geografica

O tamandua-mirim, Tamandua tetradactyla, também conhecido como tamanduéa-de-
colete, ¢ um membro da familia Myrmecophagidae, ordem Pilosa, infra-ordem Vermilingua
(animais com lingua fina e alongada) (Engelman 1985). Seu género compreende duas
espécies: T. tetradactyla e T. mexicana, sendo a primeira distribuida ao longo da América
do Sul, leste dos Andes, e a ultima no sudoeste do México até oeste dos Andes. Assim, 0
tamandua-mirim possui ampla distribuicdo geogréafica, € encontrado na América do Sul da
Venezuela e Trinidad ao norte da Argentina, sul do Brasil e no Uruguai (Superina et al.

2010, Figura 1) a elevacGes de até 2000 metros (Novak et al. 1983).

Figura 1- Mapa da distribuicdo atual de
Tamandua tetradactyla na América do Sul.

Extraido de Superina et al. 2010.



Este mamifero de médio porte, possui héabito predominantemente noturno e
solitario, se alimenta de uma combinacdo varidvel de formigas e cupins dependendo da
disponibilidade dessas presas no ambiente (Montgomery & Lubin 1977), com o auxilio de
sua lingua comprida com muco viscoso, adaptagdo chave de animais mirmecofégicos.
Escansorial, possui uma cauda preénsil bem desenvolvida parcialmente coberta com
pelagem. Embora tenha preferéncia por areas florestais, é possivel também encontrar
tamandués-mirins forrageando em areas abertas de Cerrado ou vegetacao rasteira (Redford,
1994), e ainda em regides montanhosas de clima tropical (Eisenberg 1989). Os tamandués
tém gestacdo longa, cerca de 150 dias, e geram somente um filhote, que é alimentado pela

fémea durante seu primeiro ano de vida (Montgomery & Lubin 1977).

O seu padrdo de pelagem varia com o espectro da distribuicdo, sendo possivel
encontrar espécimes de cor uniformemente clara a dourada, na por¢cdo noroeste de sua
ocorréncia sul-americana, até individuos revestidos por um colete preto que cobre seu dorso
(Gardner 2008). Esta grande variacdo de pelagem individual e geogréafica gerou a descricao
de subespécies (Wetzel 1975). Atualmente estdo descritas quatro subespécies para T.

tetradactyla (Gardner 2008, revisado em Hayssen 2011):

T. tetradactyla nigra Geoffroy St. Hillaire, 1803 (porcdo norte do Brasil, Guianas e

parte da Venezuela e Colémbia):

. T. tetradactyla quichua O. Thomas, 1927 (por¢éo oeste, abrangendo Acre e Peru);
. T. tetradactyla straminea Cope, 1889 (Brasil central, parte da Bolivia, Argentina e
Paraguai);

. T. tetradactyla tetradactyla Linnaeus, 1758 (costa atlantica do Brasil).



Um estudo morfolégico mais amplo analisou a morfologia craniana e coloragdo da
pelagem em tamanduas atraves de morfometria geométrica. Os caracteres de coloragdo da
pelagem apontaram para a divisdo dos individuos amostrados em dois grupos: (i) um ao
norte do rio Amazonas e oeste do rio Madeira, onde se distribuem animais com alta
variacdo da coloracgdo da pelagem; e (ii) outro grupo ao sul do rio Amazonas e leste do rio

Madeira, de animais com padrao de coloracdo classicos da espécie (Ohana 2011).

Outros estudos sobre a espécie sao restritos principalmente a area da ecologia, ou
ainda em estudos de filogenia de mamiferos (Meritt 1975; Engelman 1985; Hay et al.,
1994; Rodrigues et al., 2001; Delsuc 2001, 2002; Jimeno 2003). A espécie é considerada
pela IUCN como pertencente a categoria “Least Concern” (menor preocupagao), justificada
pelo fato da espécie ser comum, presente em algumas areas protegidas, ter grande
distribuicdo geografica e presumida grande populacdo (Miranda et al. 2014). Orgdos como
IBAMA e CITES estdo em concordancia com esta classificacio (IBAMA -
http://www.ibama.gov.br/fauna/extincao.htm; CITES — www.cites.org, acessado em 11 de
Agosto de 2014). Porém, localmente, o panorama parece variar em outra direcdo. No estado
brasileiro Rio Grande do Sul a espécie € considerada vulneravel, pois no local as areas de
florestas foram grandemente devastadas, e as respectivas popula¢fes declinaram junto com
0 habitat (Fontana et al. 2003). No estado de Mato Grosso o animal j& € considerado raro
em pequenas reservas de Cerrado. Inclusive, é menos visualizado em campo que o
vulneravel tamandua-bandeira, Myrmecophaga tridactyla (Rocha & Dalponte 2006), como
também acontece no Parque Nacional das Emas, em Goiads (Rodrigues et al. 2002). Em
outro estudo, sobre a situagdo dos xenartros no Uruguai, 0 tamandud-mirim aparece como

ameacado devido a perda de habitat e caca esportiva (Fallabrino & Castifieira 2006).



Alguns trabalhos realizaram o levantamento de atropelamentos de diversas espécies em
grandes rodovias brasileiras, e a espécie € mostrada como um dos mamiferos mais
frequentemente atropelados (Casella et al. 2006; Pereira et al. 2006; Cherem et al. 2007;

Catzeflis & Thoisy 2012).

Como exposto, existe uma caréncia de estudos sobre as populaces de tamandua-
mirim: somente estudos morfolégicos tém sido insuficientes para o entendimento da
estruturacdo populacional da espécie e a variabilidade genética é virtualmente
desconhecida. Neste quesito, ha apenas um estudo que realiza a estimativa da diversidade
genética de alguns individuos de tamandua-mirim distribuidos no Brasil através do
marcador mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | (COIl), que descreve alta
diversidade haplotipica e auséncia de estruturacdo genética (Moraes-Barros et al., dados

ndo publicados).

Esta tese tem como objetivo principal preencher estas lacunas de conhecimento,
contribuindo para o melhor entendimento da relacdo entre as populacGes de diferentes
partes da distribuicdo do tamandua-mirim através do uso de ferramentas de genética de
populacdes e do acesso a regides neutras e adaptativas do genoma da espécie. Tendo em
vista que o tamandud-mirim ocorre em todo o territorio brasileiro, nos seus diferentes
biomas e ecossistemas, apresentando uma distribuicdo continua, se torna complicado tracar
populacbes pré-definidas. Assim, a abordagem da genetica da paisagem foi a ferramenta
utilizada e mais apropriada para o estudo da variacdo genética e estrutura de populagdes em
T. tetradactyla, que foi realizado através do uso de microssatélites isolados de novo. Ainda
pelo mesmo motivo (ampla ocorréncia), é possivel que haja diferencas na variabilidade

neutra e adaptativa, uma vez que a espécie se encontra adaptada a tantas paisagens



diferentes e distintas pressoes seletivas. Por isso, um marcador de uma regido gendmica

sabidamente sob selecdo (MHC) foi usado para investigar a variabilidade adaptativa.



Objetivos

Obijetivo Geral

Caracterizar a diversidade genética e estruturacdo populacional da espécie Tamandua
tetradactyla ao longo de sua distribuicdo, com enfoque nos biomas brasileiros, através de
marcadores neutros e ndo-neutros, a fim de investigar a relacao entre a paisagem diversa de

ocorréncia da espécie e a estruturacdo genética de suas populacgdes.

Obijetivos Especificos

1. Amostras de Tamandua tetradactyla sdo de dificil obtencéo, e frequentemente séo
coletadas de forma oportunista, resultando no uso de tipos diferentes de material
biolégico, como tecido fresco, bulbo de pelos, carcaca de atropelamento, pele de
museu, entre outros. Assim, um dos objetivos deste trabalho foi padronizar a
qualidade do DNA e a eficiéncia de sua amplificacdo a partir dos diferentes tipos de
amostras bioldgicas;

2. Usando marcadores neutros do tipo microssatélite, pretendeu-se investigar a
estruturacdo genética dentro da area de ocorréncia amostrada da espécie
(variabilidade genética e diferenciagdo geografica), e quais 0S seus potenciais
geradores, nomeadamente paisagem (diferentes biomas) ou isolamento por
distancia.

3. Utilizando como marcador ndo-neutro o gene DRB do complexo MHC de Classe I,
pretendeu-se constatar os averiguar de selecdo natural no gene, e verificar se

existem composicOes alélicas distintas entre individuos de tamandua-mirim de



diferentes biomas brasileiros, partindo do pressuposto que estes diferentes
ambientes apresentam pressoes seletivas distintas.

Finalmente, o ultimo objetivo foi investigar comparativamente os padrdes de
diversidade genética encontrados pelos marcadores neutros e ndo-neutros para
tamandué-mirim, e verificar se houve uma contribuicdo de eventos demograficos e
deriva genética na riqueza e distribuicdo da diversidade genética adaptativa

(estimada indiretamente através do gene DRB).



Conclusao Geral

O objetivo desta tese de doutorado foi descrever a diversidade genética e estruturagdo
populacional da espécie Tamandua tetradactyla ao longo de sua distribuicéo,

principalmente no Brasil, utilizando para isso marcadores genéticos neutros e ndo-neutros.

A comecar pela grande variedade de tipos de amostras usadas (pele de museu, sangue,
musculo, carcaca de atropelamento, pelo arrancado, etc), foi necessario um estudo formal
para validar o uso de determinados materiais para etapas posteriores no estudo da variacao
genética da espécie. Portanto, no capitulo 1 avaliamos o potencial do uso de amostras de
pele de museu (amostras historicas) e de pelo arrancado com o bulbo (amostras néo-
invasivas) como material bioldgico valido para procedimentos de biologia molecular,
comparando a performance da genotipagem de microssatélites nestas amostras e em
amostras frescas, com DNA integro. Foi possivel reportar uma qualidade de resultados
superior de amostras de pelo arrancado em relacéo as peles de museu. Através de um indice
de qualidade assinalado a cada amostra e 16co, foi possivel detectar e quantificar erros de
genotipagem, selecionar amostras e 16cos com resultados de genotipagem confiaveis para

analises posteriores, e excluir resultados duvidosos.

Uma vez excluidos erros de genotipagem e amostras com qualidade duvidosa, o estudo
descritivo da diversidade genética e estruturacdo populacional de Tamandua tetradactyla

através de marcadores neutros pdde ser realizado.

Através de uma amostragem extensa que perpassou 0S principais biomas brasileiros

(Floresta Amazbnica, Mata Atlantica, Pantanal, Cerrado e Caatinga), foi possivel



correlacionar a diferenciacdo genética de populagdes/individuos de tamandué-mirim com as

diferentes paisagens em que a espécie ocorre.

Foram utilizadas duas abordagens distintas de analise: agrupamento de individuos em
populacbes (a priori) e uma andlise de atribuicdo baseada puramente em individuos (a
posteriori). As analises resultaram em padrdes similares, destacando principalmente uma
diferenciacdo genética entre individuos provenientes da Floresta Amazo6nica em relagdo aos
demais. Valores significativos de Fst foram encontrados entre as popula¢des da Amazonia
e populacdes adjacentes na analise a priori, € houve uma clara distingdo dos individuos
amazobnicos nos graficos de atribuicdo da andlise a posteriori. Além disso, foi possivel
observar uma composicdo genética complexa neste bioma, cujos individuos foram
atribuidos a mais de um grupo: um cluster exclusivo amazénico, que demonstra maior
diversidade genética em termos de riqueza alélica e heterorigozigose; e outro grupo que é

similar geneticamente as populacgdes fora da Amazonia.

A analise a priori também destacou uma diferenciacdo entre populacdes da Mata Atlantica
do norte e do sul. Embora essa diferenciacdo tenha sido refletida em valores altos de Fst
entre estas populacdes, uma andlise de correlacdo entre a distdncia genética e provavel
presenca de barreiras ao fluxo génico, corrigida pela distancia geografica entre as
populacbes, revelou que a diferenciagdo encontrada €, provavelmente, produto de
isolamento por distancia. O padrdo de atribuicdo genética dos individuos em grupos

distintos da andlise a posteriori confirmou este resultado.

Em geral, foi encontrada uma fraca estruturacdo genética ao longo das populagdes de

tamandua mirim amostradas, sobressaindo a diferenciacdo entre os individuos da Amazonia



e 0os demais, cuja diversidade genética também se mostrou mais elevada. Ao longo das
populagcdes da Mata Atlantica, um padrdo de isolamento por distancia foi encontrado.
Populagdes dos biomas Pantanal e Cerrado ndo demonstraram diferenciacdo genética

significativa em relacdo as demais.

O capitulo 3 foi dedicado a investigagcdo da distribuicdo da diversidade genética de um
marcador n&do-neutro, o gene DRB do MHC Classe Il, regido gendmica conhecida por
apresentar sinais classicos de selecdo positiva e/ou balanceadora. Através do uso de
Sequenciamento de Nova Geracdo foi possivel explorar a diversidade deste gene ao longo
de populagdes de tamandua-mirim distribuidas nos principais biomas brasileiros, e
comparar esta diversidade com aquela encontrada nos marcadores microssatélites do

capitulo 2.

Foi encontrada uma alta diversidade do gene DRB, que exibiu uma variedade de alelos no
nivel de nucleotideos e proteico, um provavel reflexo de mdltiplas cépias do gene na
espécie combinada com a grande multiplicidade de ambientes que a espécie ocupa. Sinais
claros de selecdo positiva histérica agindo neste gene foram observados, como valores
elevados de substituicdes ndo-sindnimas e maior diversidade nos cédons de ligacdo de

antigeno.

Uma maior riqueza alélica e maior numero de alelos privados (exclusivos) foram
observados nos biomas florestados, Mata Atlantica e Floresta Amazonica, especialmente
nesta Ultima. Possivelmente, estes ambientes também apresentam maior riqueza de espécies
de patogenos (assim como riqueza de espécies em geral), 0 que representa uma elevada

pressdo do ambiente.



Além disso, os marcadores microssatélites (neutros) mostraram um padrdo de diversidade
genética similar ao gene DRB (ndo-neutro), demonstrando uma importante influéncia da
demografia na diversidade e estrutura genética do Complexo Principal de

Histocompatibilidade.
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