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1. Introdugdo

a) A Familia Felidae

A familia Felidae (Mammalia: Camivora) compreende cerca de 37
espécies (Nowak, 1991), distribuidas por todo o planeta, & excegio dos pdlos,
Australia, Nova Zelandia, Japio, Madagascar e certas ilhas da Australasia e do
Caribe. Todos os seus integrantes sfo predadores especialistas, ocupando
posigtes de topo de piramide alimentar nos mais diversos biomas terrestres
compreendidos em sua distribuigio, dos desertos aos péntanos, das florestas
tropicais as cordilheiras de montanhas. Essa diversidade de habitats sugere uma
versatilidade que aparentemente se opde a extrema especializagio morfoldgica,
anatdmica e comportamental caracteristica de todos os membros desta familia
(Eisenberg, 1981; Neff, 1986). Observa-se, entretanto, que esta variabilidade e
adaptabilidade refletem especializages secundarias, mmitas delas incluindo
comportamentos aprendidos, para novos hibitos, a0 mesmo tempo em que s$d0
mantidog tragos comuns que ja revelam uma acentuada especializagdo,
principalmente morfolégica, para o habito predatério. Estes tragos,
provavelmente conservados desde a origem da familia, deixam poucas dividas
quanto a0 seu carater monofilético. Entre estas caracteristicas derivadas
compartilhadas (sinapomorfias), pode-se destacar a dimimigdo do comprimento
da face, a extrema redugio no mimero de dentes, a divisdo do ectotimpénico e o
surgimento de lobos cutineos na ponta dos dedos que protegem garras retratels
(Salles, 1992).

O posicionamento filogenético da familia Felidae em relagio as outras

linhagens que compdem a ordem Carnivora permanece CONLroverso, pois
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diferentes abordagens levam a arranjos taxondmicos diversos (ver Wozencraft,
1989a), alterando inclusive o mimero de familias reconhecidas (Simpson, 1945;
Neff, 1986; revisdo em Wozencraft, 1989b). Parece ser consensual, entretanto, a
colocagido dos felideos na superfamilia Feloidea (ou Aeluroidea), juntamente
com ag familiag atnais Hyaenidae (hienag) e Vivermdae (mangustos, civetas,
etc.), além de outras linhagens extintas (ver Martin, 1989; Bryant, 1991). Dois
dos esquemas filogenéticos atualmente aceitos para as linhagens de camivoros
estido representados na figura 1.1.

A aparigdo mais antiga de um felideo no registro fossil € a do género
Pseudaelurus, do Mioceno da Europa (Simpson, 1945; Martin, 1989). Presume-
se que a origem da familia Felidae teria se dado ha cerca 35 milhdes de anos, no
Oligoceno Superior ou Mioceno Inferior (Savage & Long, 1986; Neff, 1986),
possivelmente no norte da Asia (Martin, 1989), e provavelmente a partir de uma
linhagem derivada da familia Viverravidae . Esta familia, extinta desde o Eoceno,
estaria na base do tronco comum da superfamilia Feloidea (ver figura 1.2). A
separagdo da linhagem dos Feloidea da outra superfamilia de camivoros,
Canoidea (ou Arctoidea), provavelmente ocomreu muito cedo na evolugdo da
ordem Carnivora, possivelmente no Paleoceno (Neff, 1986).

Apesar de apresentarem a maior variagio de tamanho enire todas as
familias atuais de camivoros (Gittleman, 1985 apud Wozencraft, 1989b) e uma

consideravel diversidade de habitog e habitats, os felinos ! revelam uma

L O conceito de "felino”, a nivel de sistemdtica, refere-se originalmente a um membro da
subfamilia Felinae (e.g Simpson, 1945). A defini¢fio desta, entretanfo, ¢ extremamente
controversa na literatura (Simpson, 1945, Savage & Long, 1986, Wozencraft, 1989b), e
estudos recentes (e.g Collier & O'Brien, 1985; Janczewski et al., 1992) indicam que trata-

ge de um grupo nfo natural, perdendo, portanto, sua validade taxondmica. Desta forma,



surpreendente conservagdo no que tange aos seus tragos basicos de morfologia,
cariologia e cnmpurtamemd (Leyhausen, 1979 apud Neff, 1986; Wurster-Hill &
Centerwall, 1982; Wozencraft, 1989b). Isto, associado a um alto grau de
paralelismo e convergéncia, tanto geografica (Kiltie, 1988; Martin, 1989) quanto
temporal (Martin, 1989), enire espécies atuais e fosseis, toma peculiar e
complexa a tarefa de propor uma organizagdo sistematica consistente para este
grupo (Simpson, 1945; Nowak , 1991; Salleg, 1992).

A grande maioria dos autores atuais concorda com o mimerc de 37
espécies (Nowak, 1991), embora ainda haja divergéncias consideraveis
envolvendo casos especificos (ver Nowak, 1991). As relagdes filogenéticas
erntre estas espécies, entretanto, estdo ainda consideravelmente obscuras, o que
se reflete no grande mimero de diferentes esquemas propostos para agrupa-las em
génerog e sub-géneros (Honacki et al., 1982; ; Wozencraft, 1989b; Nowak, 1991),
de acordo com a priorizagio, por parte de cada autor, de um ou de cutro conjunto
de cariteres taxonémicos.

Os esquemas mais recentes variam desde a colocagdo de todos os felinos
em apenas dois génerog (Felis e Acinonyx) até a subdivisdo da familia em 19
géneros diferentes (ver Nowak, 1991). Uma das classificagies mais aceitas
atnalmente, e que serd seguida no presente trabalho, divide a familia Felidae em
quatro géneros: Fells, Neofelis, Panthera e Acinonyx (Nowak, 1991).

O género Felis Lineu, 1758 compreenderia 14 subgéneros e 30 espécies,
sendo estas as de menor porte dentro da famila, a excegio do puma, Felis

(Puma) concoloy. Estudos recentes (e.g. Collier & O'Brien, 1985; Wayne et al.,

utilizo, neste trabalho, o termo mais coloquial "felino” como sindnimo de "felideo”, ou

seja, qualquer membro da familia Felidae.



1989) indicam que nio se trata de um grupo monofilético, e sua composigéo é
extremamente controversa (Nowak, 1991).

O género Neofelis Gray, 1867 contém uma lnica espécie, com um
conjunto de caracteristicas que parece ser intermedidrio entre os géneros Felis e
Panthera (Neff, 1986). Parece tratar-se de uma linhagem mmuito proxima deste
ultimo grmupo (Collier & O'Brien, 1985; Wayne et al., 1989).

O género Panthera Oken, 1816 engloba as cinco espécies atuais de maior
porte, cada uma delas colocada em um subgénero proprio. O carater diagndstico
deste género, além do grande porte, seria a capacidade de rugir, proporcionada
pela ndo ossificagdo dos ligamentos sugpensores dos hidides, na laringe (Neff,
1986). Estudos recentes (e.g. O'Brien et al., 1987, Wayne et al., 1989) sustentam
o carater monofilético deste grupo.

O género Acinonyx Brookes, 1828 contém uma tnica espécie, cujas
acentnadas adaptagtes morfoldgicas, anatdémicas e fisiologicag para um habito
curgorial especializado tomam dificil a compreensio de suas relagdes
filogenéticas dentro da familia. Estudos paleontologicos (Adams, 1979) indicam
um parentesco proximo com o puma, e diversas fontes recentes (e.g. Janczewski
et al., 1992) sugerem uma proximidade com ag espécies incluidas no género

Panthera.
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Herpestidas nol included

Figura 1.1. Esquemas filogenéticos das linhagens compreendidas na
ordem Carnivora. a) Dados morfolégicos (extraido de Hunt, 1974 apud
Wozencraft, 1989a); b) Dados morfolégicos (proposto por Wozencraft,
1989a). Abreviagdes: AIL - Ailwrus; CAN - Canidae; CRE - Crecdonta; FEL -
Felidae; HER - Herpestidae; HY A - Hyaenidae; LUT - Lutrinae; MEL - Melinae;
MEP - Mephitinae; MIIS - Mustelinae; ODO - Odobeninae; OTA - Otariidae;

PHO - Phacidae; URS - Ursidae; VIV - Viverridae.
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Figura 1.2. Relagbes filogenéticas estimadas entre linhagens f[dsseis e

atuais de carnivoros (Extraido de Neff, 1986)



b) Felinos Neotropicais

A regido biogeogrifica Neotropical se estende desde o sul da América do
Norte até o extremo sul da Ameérica do Sul (Emmons, 1990), compreendendo
uma grande variedade de ecossistemas. Sua fauna de mamiferos € bastante
diversificada, sendo ela o resultado de uma histéria evolutiva complexa de
imigrages, radiagdes adaptativas e extingdes (Paula Couto, 1953 e 1979;
Marshall et al., 1982.). Bsta complexidade é ilustrada pelos diversos grupos de
mamiferos "camivoros” presenies em seu registro fossil, incluindo "pseudo-
felinos" marsupiais com dentes-de-sabre (Savage & Long, 1986) e verdadeiros
felinos dentes-de-sabre do género Smilodon (Simpson, 1945; Moreira, 1970).

A fauna neotropical atual de felinos consiste de dez espécies: a onga
[Panthera (Jaguarius) oncal, o puma [Felis (Puma) concolor]; o jaguarundi
[Felis (Herpailurus) yagouaroundi], a jaguatirica [Felis (Leopardus) pardalis],
o gato-maracaja [Fells (Leopardus) wiedil], o gato-do-mato-grande [Fells
(Leopardus) geoffroyi]; o gato-do-mato-pequenc [Felis (Leopardus) tigrinal; o
gato-dos-pampas ou kodkod [Felis (Leopardus) guignal, o gato-palheiro [Felis
(Iynchailurus) colocolo) e o gato-andino [Felis (Oreailurus) jacobita). Acredita-
se que este grupo tenha invadide a América do Sul apds a formagio do Istmo do
Panama, no final do Plioceno (e.g. Wayne et al., 1989). A onga, que parece ser
proximamente relacionada aos outrog grandes gatos, muito provavelmente entrou
na América do Sul como uma espécie independente. O mesmo parece ter
ocorride com o jagnarundi e com o puma. Por outro lado, seis espécies de
pequenos felinos neotropicais (F. pardalis, F. wiedii, F. geoffroyi, F. rigrina,
F puigna e F. colocolo) formam um grupe extremamente coeso em termos
morfolégicos (Salles, 1992) e citogenéticos (Wurster-Hill e Centerwall, 1982), e

vém sendo apontadas como constituindo um grupo monofilético muite préximo
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(Collier & O'Brien, 1985; Wayne et al., 1989). Curicsamente, esta linhagem
parece ter divergido do tronco principal dos felinos ha cerca de 10 milhdes de
anos e, no entanto, acredita-se que tenha radiado para formar estas seis espécies
atuais ha apenas 2-3 milhdes de anos (Wayne et al., 1989). Isto estaria de acordo
com a hipotese de que uma 1inica espécie ancestral, proveniente da Ameérica do
Norte e atualmente extinta, teria invadido a América do Sul no final do Plioceno
e dado origem a uma radiagdo extremamente rapida, deixando como Qnicos
descendentes atuais estas seis espécies (Wayne et al, 1989). Estas teriam,
posteriormente, invadido a América Central e o sul da América do Norte,
atingindo sua distribuigdo atual (ver figuras 1.10; 1.12; 1.14; 1.16; 1.18; 1.20).

Martin (1989) sugere que a espécie imvasora ancestral poderia ter sido
"Felis" stouri, do Mioceno Superior da Ameérica do Norte. Um registro fossil
bastante pobre (Berta, 1983) e a falta de maiores informagées filogenéticas sobre
este grupo, entretanto, nido permitem que 1sto seja mais do que uma especulagio.

A origem e as relagdes filogenéticas do décimo felino sul-americano, o
gato-andino, permanecem extremamente obscuras, tendo em vista a dificuldade
em se ter acesgo a material desta egpécie para qualquer tipo de estudo.

De uma forma geral, conhecimentos sobre a biologia, ecologia,
comportamento, genética, evolugdo e sistematica dos felinos neotropicais séo
ainda muito escassos, embora trabalhos recentes (e.g. Emmons, 1987, Emmons,
1988: Ximenez, 1988; Johnson & Franklin, 1991; Mazzolli, 1992; Slattery et al.,
no prelo) tenham contribuide para uma melhor compreensio destes temas.

A seguir sera feita uma breve caracterizagdo das espécies de felinos sul-

AMericanos.



A onga (Panthera onca), representada na figura 1.3, é a maior espécie
entre os felinos neotropicais, com comprimento total variando entre 1.6 m e
2.6 m e peso entre 36 kg e 158 kg (Nowak, 1991). Sua distribuigiio até meados
deste século estendia-se por toda a regiio Neotropical, desde o sul dos Estados
Unidos até a Patagdnia (Cabrera, 1934; Carman, 1984; Neff, 1986), mas hoje se
encontra fragmentada e bastante reduzida (ver ﬂgml 14)Habna principalmente
dreas de floresta e cerrado, e alimenta-se de uma grande variedade de presas, em
que se destacam veados, porcos-do-mato e grandes roedores (Emmons, 1990). E
atualmente considerada ‘"vulnerivel” pela Unido Internacional para a
Conservagido da Natureza (IUCN, 1990) e consta no Apéndice I (animais
ameagados) da CITES [Convengiio sobre o Trafico Internacional de Espécies
Ameagadas] (Honacki et al_, 1982).

O puma (Felis concolor), representado na figura 1.5, é o segundo maior
felino dag Ameéricas, medindo entre 1.5 m e 2.6 m e pesando geralmente entre 36
kg e 60 kg (Nowak, 1991). Apresenta uma distribunigdo muito vasta, estendendo-
se desde o norte do Canada até o extremo sul do Chile (figura 1.6), e ocupando
uma grande variedade de habitats, incluindo florestas tropicais e temperadas,
savanag e montanhas. Seug habitos alimentares sdo bastante ecléticos, variando
principalmente de acordo com a disponibilidade local de diversos tipos de presa,
entre ag quais se destacam veados, marsupiais, roedores e lagomorfos (Inarte et
al., 1990). Sua distribuigiio encontra-se hoje bastante fragmentada, e algumas
populagdes siio consideradas como estando altamente ameagadas de extingiio
(Honacki et al., 1982; IUCN, 1990; Fergus, 1991).

14
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Figura 1.3. Onga-pintada (Panthera enca).

Obs.: As figuras 1.3 a 1.22 foram extraidas de Oliveira (1994).

Figura 1.5. Puma (Felis concelor).
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Figura 1.6. Distribuigio geogrifica do puma na Regido Neotropical.
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O jaguarundi (F. yagouaroundi), representado na figura 1.7, ocorre desde
o sul dos Estados Unidos até a Patagbnia (Ximenez, 1972; Honacki et al., 1982;
Zapata, 1982 - ver figura 1.8). Mede entre 90 cm e 1.1 m, e pesa entre 4.5 kg e
9.0 kg. Habita florestas e zonas arbustivas, alimentando-se principalmente de
pequenos mamiferos e aves (Nowak, 1991). E considerado "ameagado” pela
TUCN (1990) e quatro de suas subespécies estio enquadradas no apéndice I da
CITES (Honack! et al., 1982).

A jaguatirica (F. pardalis), representada na figura 1.9, ocormia
originalmente desde o sudoeste dos Estados Unidos até o Uruguai (Cabrera &
Yepes, 1940; Ximenez, 1988), habitando desde areas de floresta imida até
estepes arbustivas semi-aridas (Nowak, 1991). Sua distribuigio encontra-se hoje
um tante reduzida (figura 1.10). Mede entre 85 cm e 1.5 m, e pesa entre 11.5 kg
e 16 kg Sua dieta inclui roedores, lagomorfos, veados de pequenc parte, aves,
lagartos e cobras (Nowak, 1991; Emmons, 1988). E considerada "vulneravel”
pela TUCN (1990) e duas de suas subespécies (uma das quais ocorre no Rio

Grande do Sul) estio colocadas no apéndice [ da CITES.
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Figura 1.7. Jaguarundi (Felis yagenaround).
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Figura 1.9. Jaguativica (Felis pardalis).
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O gato-maracaja (F. wiedif), representado na figura 1.11, é tido como o
mais agil dos felinos neotropicais, habitando quase que exclusivamente florestas
e apresentando diversas adaptages anatdmicas para uma vida arbdrea
especializada (ver Nowak, 1991). Sua distribuigio estende-se desde o sul dos
Estados Unidos até o sul do Brasil e norte do Uruguai (Honacki et al., 1982;
Bisbal, 1991 - ver figura 1.12). Mede entre 80 cm e 1.3 m, destacando-se uma
cauda extremamente longa. Pesa entre 2.3 kg e 4.1 kg (Crawshaw, Jr.,, 1991;
Oliveira, 1994). Sabe-se pouco socbre zeng habitos alimentares, mas presume-se
que sua dieta seja compogta principalmente por pequenos mamiferos, aves e
lagartos. E considerado “vulneravel” pela IUCN (1990), e duas de suas
subespécies estio colocadas no apéndice 1 da CITES (Honacki et al. 1982).

O gato-do-mato-grande (¥ geoffroyi), representado na figura 1.13, esta
distribuido do sul da Bolivia ao extremo sul de Chile (figura 1.14), habitando
principalmente ireas de bosque e estepe arbustiva (Ximenez, 1975). Mede entre
70 cm e 1.0 m (Nowak, 1991), e pesa entre 2.6 kg e 4.1 kg (Ximenez, 1973). Sua
dieta inclui lagomorfos, roedores, aves e outros pequenos vertebrados (Johnson
& Fraoklin, 1991). Nido parece estar em perigoe iminente de extingdo,
encontrando-se no apéndice [ (animais que tendem a se tomar ameagados) da

CITES (Honacki et al., 1982).

O gato-do-mato-pequenc (F. rigrina), representado na figura 1.15, mede
entre 65 cm e 95 cm, e pesa entre 1.75 kg e 2.75 kg (Nowak, 1991). Ocorre da
Costa Rica até o sul do Brasil e norte da Argentina (Honacki et al., 1982 - ver
figura 1.16), habitando principalmente florestas (Nowak, 1991). Pouco se sabe
sobre seus habitog, mas Emmons (1990) comenta que sua dieta consiste de

pequenos mamiferos e aves. E tido como "vulneravel” pela IUCN (1990), e uma
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de suas subespécies esta enquadrada no apéndice I da CITES (Honacki et al.,
1982).

O gato-dos-pampas (Felis guigna), representado na figura 1.17, ocorre no
Chile central e mendional, e no sul da Argentina (Honacki et al,, 1982 - ver
figura 1.18), habitando quase que exclusivamente areas de floresta. Mede entre
60 cm e 73 cm (Nowak, 1991). Provavelmente sua dieta esta baseada em
pequenos mamiferos e aves (Oliveira, 1994). Apesar de ter uma distribuigdo
muito restrita e ser muito pouco conhecido, o gato-dos-pampas ndo parece ser
localmente raro, nem estar iminentemente ameagado, constando apenas do

apéndice II da CITES (Honacki et al., 1982).

O gato-palheiro (Felis colocolo), representado na figura 1.19, ocorre do
Equadeor, Bolivia e sudoeste do Brasil até o Chile central (Honacki et al., 1982 -
ver figura 1.20), habitando 4reas de campo, floresta e montanha . Mede de 87 cm
a 1.2 m, e apresenta uma pelagem espessa, podendo ocorrer grande variagdo na
coloragio (Nowak, 1991). Acredita-se que sua dieta consista de peguenos
mamiferos, especialmente roedores, e também de aves terricolas (Nowak, 1991).
Parece ocorrer em densidades populacionais bastante baixas, e vem sofrendo
significativa redugdoc em seu habitat, entretanto ndo € considerado oficialmente
ameagado, estando colocado apenas no apéndice I da CITES (Honacki et al.,

1982).
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O gato-andino (Felis jacobita), representado na figura 1.21, é o mais raro
de todos os felinos sul-americanos, ocorrendo em regides aridas e semi-dridas de
grande altitude (Nowak, 1991; Oliveira, 1994) no sul do Peru, sudoeste da
Bolivia, nordeste do Chile e norte da Argentina (figura 1.22). Parece ocorrer em
densidades populacionais bastante baixas, e mmuito pouco € conhecido a seu
respeito. Sua alimentagdo possivelmente esta baseada em pequenos mamiferos
como chinchilas e viscachas, incluindo também aves e lagartos (Oliveira, 1994).
Mede cerca de 95 cm (Nowak, 1991) e pesa aproximadamente 4.0 kg (Oliveira,
1994). E congiderado "raro” pela TUCN (1990), e consta do apéndice I da CITES
(Honacki et al., 1982).
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Figura 1.11. Gato-maracaja (Felis wiedii)

Alan Shoemaker

Figura 1.13. Gato-do-mato-grande (Felis geoffi-oyi)
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Figura 1.14. Distribuigio geografica do gato-do-mato-grande na Regiiio

Neotropical.
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Figura 1.15. Gato-do-mato-pequeno (Felis figrina).

© Eduardo Ramilo / FOCUS

2. Ielis guigna

Figura 1.17. Gato-dos-pampas (Felis guigna).
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Figura 1.18. Distribuicio do gato-dos-pampas na Regiiic Neotropical.
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Figura 1.19. Gato-palheivo (Felis colocolo).

CoGiunter Ziesler  Peter Amold, Ine

Figura 1.21. Gato-andino (Felis jucobitu)
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Figura 1.20. Distribuigiio do gato-palheiro na Regido Neotropical.
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Figura 1.22. Distribuni¢do do gato-andino na Regiiio Neotropical.
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c) Estudos Evolutivos, Genéticos e Moleculares em Felinos

Até meados do século XX, estudos a respeito dos diferentes grupos de
mamiferos "camivoros”, incluindo oz felinos, se restringiam quase que
exclusivamente a investigagies sobre agrupamentos taxondmicos baseados em
morfologia e anatomia comparadas de formas fésseis e atuais (Simpson, 1945;
Martin, 1989). Devido a fatores mencionadog acima, como a extensa conservagio
e convergéncia de carateres observadas neste grupo, estas abordagens tém levado
a conclusbes usualmente controversas, tanto no que diz respeito as relagdes
filogenéticas entre as linhagens de felinog quanto ao posicionamento da familia
como um todo dentro da ordem Camivora (Wozencraft, 1989a; Salles, 1992).

A caracterizagdo do caridtipo dos diferentes grupos de felinos teve inicio
apenas na segunda metade do século XX, passando-ze a utilizar técnicas de
bandeamento cromossémico somente a partir da década de 1970 (ver Wurster-Hill
& Centerwall, 1982). Ao longo desses estudos observou-se uma acenfuada
congervagido no perfil cariologico da familia, que, via de regra, dificulta qualquer
inferéncia mais aprofundada acerca de sua evolugio com base em dados
citogenéticog. Apenas em 1982, através de uma detalhada revisdo dos padroes de
bandeamento cromossdmico de 30 felinos, Wurster-Hill & Centerwall conseguem
separar a familia em 16 grupos cariotipicos, ainda assim com base em pequenas
diferengas. Alguns destezs subgrupos parecem ser consistentes em termos
filogenéticos, como os grandes felinos do género Panthera, que apresentam um
cariétipo idéntico e, principalmente, cinco espécies de pequenos felinos
neotropicais (F. pardalis, F. wiedii, F. tigrina, F. geoffroyi e F. colocolo) que
apregentam um mimero 2n = 36, em contraste com 2n = 38 de todo o restante da
familia, o que corrobora o cariter monofilético deste grupo restrito (Wurster-Hill
& Centerwall, 1982; Pieczarka, 1983).
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A partir da década de 1980, passaram a ser realizados estudos utilizando
técnicas de eletroforese de proteinas com varias espécies de felinos, inicialmente
com o objetivo de estimar e comparar indices de variabilidade genética intra-
especifica e intra-populacional, especialmente voltados para a conservagdo de
espécies ameagadas (O'Brien et al., 1985, Newman et al., 1985). A partir dai
passou-se a empregar estas teécnicas também em estudos evolutivos,
biogeogrificos e populacionaig (e.g. Miththapala et al., 1991; Randi & Ragni,
1991).

Foram também empregadas técnicas que estimam a "distancia
imunoldgica” entre diferentes espécies, com o objetivo de resolver de forma mais
consistente as relagdes filogenéticas entre os felinos (Collier & O'Brien, 1985).
Estas técnicas, baseadas na comparagio entre anticorpos reciprocos para
albumina produzidos por diferentes espécies, levaram as primeiras indicagdes,
hoje bastante aceitas, de que a familia Felidae € composta por trés linhagens
principais (ver figura 1.23) A primeira, .que teria divergido do tronco central ha
cerca de 10 milhGes de anos, compreenderia as seis espécies ja mencionadas de
pequenos felinos neotropicais, o que estaria de acorde com dados morfolégicos e
citogenéticog. A szegunda, que teria divergido ha cerca de 8 milhdes de anos,
compreenderia o gato doméstico e cinco espécies de pequenos felinos da regido
que circunda o Mar Mediterraneo. O grupo de radiagio mais recente inclui
diversas espécies de pequeno e médio porte divergindo sucessivamente de um
tronco principal, permanecendo ac final um gmpo monofilético préximo
compreendendo as espécies do género Pamthera. Estes agrupamentos vém sendo
corroboradog por outrag técnicas geneéticas e moleculares, como hibridizagdo
DNA-DNA e estudo de seqiéncias de familias enddgenas de retrovims (O'Brien

et al., 1987, Wayne et al_, 1989).
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Até o momento, apenas um trabalho empregando seqienciamento de DNA
de espécies de felinos foi publicado (Janczewski et al., 1992). Este trabalho
utiliza a técnica de PCR. (Reagdo em Cadeia da Polimerase - Saiki et al., 1985 e
1988), para amplificar parte do gene mitocondrial para rRNA 12S e do gene
miclear FLA-I (gene da classe I do Complexo Maior de Histocompatibilidade de
felinos) de nove espécies de felinos atuais e de trés individuos fosseis do extinto
"tigre-dente-de-sabre” Smilodon fatalis. Apés clonagem e seqienciamento dos
fragmentos de DNA obtidos, foi construida uma filogenia que corrobora a
existéncia das trés linhagens mencionadas acima e inclui os "tigres-dente-de-
sabre" na radiagdo recente dos grandes gatos, proximo as especies do género
Panthera, contrariando convicgdes bastante firmes na literatura que apontavam
estes felinos fosseis como sendo uma linhagem antiga, que teria divergido antes
da formagdo das linhagens atuais.

Outro estudo molecular de felinos dedica-se a esclarecer relagdes de
parentesco e cooperagdo dentro de grupos de ledes africanos, correlacionando
dados de etologia com informagGes genéticas individuais obtidas através da
técnica de "DNA fingerprinting"” (Packer et al., 1991).

Quanto a estudos genéticos e moleculares especificamente de felinos sul-
americanos, o unico trabalho produzide até o momento é o de Slattery et al. (no
prelo), que procura resolver as relagdes filogenéticas dentro desta linhagem
através da anilise de padroes de eletroforese bidimensional de proteinas,
asgociada a eletroforese convencional de aloenzimas. O trabalho traz
interegsantes contribuigdes no que se refere a proximidade entre certas espécies,
entretanto a obtengdo de informagbes mais detalhadas e conclusivas toma-se
dificil, tendo em vista o curto tempo de divergéncia dentro desta linhagem.

Até o momento nenhum trabalho foi publicado sobre a dindmica do DNA

mitocondrial em espécies da familia Felidae.
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d ) O Genoma Mitocondrial Animal

Acredita-se que as mitocdndrias tenham sido originadas a partir de
bactérias que, através de um evento endosimbidtico, passaram a fazer parte das
células de organismos eucariotos (Rand, 1993; Meyer, 1993). Neste processo,
passou a ocorrer uma complexa interagio entre os genomas mitocondrial e
nuclear, incluindo agies regulatonas e transferéncia de genes principalmente do
primeiro para o segundo sistema (Smith et al., 1992; Meyer, 1993).

No caso de animais, em que ¢ genoma mitocondrial 6 composto por uma
molécula de DNA circular com um tamanho meédio aproximado de 16-17 kb
(Meyer, 1993), observa-se uma acentuada redugio e compactagio deste sistema
em relagio aos genomas muclear de encariotos e mitocondrial de plantas, fungos
e protistas (Tzagoloff, 1982; Brown, 1985; Meyer, 1993). Esta compactagdo do
DNA mitocondrial (mtDNA) de animais esta relacionada a transferéncia de genes
para o micleo & 4 estruturagio deste genoma de forma bastante simples e
"econdmica" (Brown, 1985; Meyer, 1993). Isto é evidenciado pela auséncia de
seqiiéncias espagadoras intra-génicas (introns), pela extrema redugdo nas
seqiiéncias espagadoras inter-génicas (geralmente com menos de 10 pb) e pela
predominfncia significativa de genes cdpia iinica (Meyer, 1993).

A replicagic do mtDNA animal é continua, assimétrica e unidirecional,
em contraste com a replicagio descontioma, simétrica e bidirecional dos genomas
procaridtico e encaridtico nuclear (Brown, 1985; Meyer, 1993). Desta forma, o
DNA mitocondrial requer um mimero consideravelmente menor de enzimas para
catalizar este processo do que os sistemas mencionados acima, tanto que, até o

momenta, apenas uma DNA polimerase foi identificada para o genoma



mitocondrial, enquanto que o DNA muclear eucaridtico apresenta trés tipos desta
enzima (Brown, 1985; Meyer, 1993).

O mtDNA animal apresenta diversas caracteristicas que tomam
interessante o seu uso em estudos evolutivos e populacionais (e.g. Avise et al.,
1987; Milinkovitch et al., 1993; Vogler et al., 1993). Além do seu tamanho
reduzido e relativa simplicidade, que o tomam um modelo de estudo mais
acessivel do que genomas mais complexos, pode-se destacar: (1) o fato de ser
hapléide (Meyer, 1993); (2) a heranga predominantemente matrilinear (Moritz et
al., 1987); (3) a freqiiéncia extremamente baixa de rearranjos por recombinagéo,
inversdes ou transposigées (Brown, 1985); (4) as altas taxas de substituigio de
micleotidios e de insergbes e delegdes, que fazem com que sequéncias
mitocondriais modifiquem-ge de forma mais rapida do que seqiéncias micleares
(Saitou & Ueda, 1994). Isto pode estar relacionado tanto a taxas mais altas de
mutagio (Saitou & Ueda, 1994) quanto a redugiio nas pressdes seletivas que
dificultam a fixagio de mutantes (Avise, 1986; Rand, 1994).

Além disso, o estudo da evolugio do mtDNA toma-se ainda mais
interessante pelo fato de suas variagdes poderem ser investizadas em niveis
hierdrquicos crescentes (Rand, 1993). Estes seriam (1) diferengas entre as muitas
copias de mDNA que podem existir em cada mitocéndria, (2) diferengas entre as
imimeras mitocdndrias presentes no citoplasma de uma tnica célula; (3) variagio
a nivel organismal, jd que um individuo metazodrio apresenta muitas células,
especializadas para fungdes diferentes e portanto distintas morfoldgica e
fisiologicamente; (4) variagiio dentro de uma linhagem direta de parentesco
(familia matrilinear); (5) variaglo intra-populacional, (6) variagiio inter-
populacional (intra-especifica); (7) variagiio inter-especifica, e assim por diante

gegnindo um aumento na abrangéncia do nivel filogenético em questiio.
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A presenga de genomas mitocondriais diferentes em um mesmo individuo,
denominada heteroplasmia, é registrada para diversos grupos de animais
(Densmore et al., 1985; Buroker et al., 1990; Hoelzel et al., 1993). O fendmeno
pade envolver vanagdes tanto na seqiéncia quanto no tamanho do miDNA,
sendo que este caso parece ser mais freqiente (Meyer, 1993). A ocoméncia de
heteroplasmia, que em parte toma mais dificil o uso do mtDNA como modelo
simples para estudos evolutivos, oferece novas oportunidades para que se
investigue os mecanismos envolvidos na origem de variagdes nesta molécula
(Wilkinson & Chapman, 1991; Rand, 1994).

O contenido génico do mtDNA ¢ altamente conservade em todos os grupos
de metazoarios (Brown, 1985; Meyer, 1993), compreendendo dois genes para
RNA ribossomal (fRNA), 22 geneg para RNA transportador (tRNA) e 12 ou 13
genes para RNA mensageiro, ou seja, codificadores de proteinas (ver figura
1.24). Estes nltimos s3o responsaveis principalmente pela codificagio de
subunidades de enzimas envolvidas na respiragdo celular (Meyer, 1993). Alem
diszo, esta presenfe uma "regido controladora”, que apresenta agdo regulatoria
sobre a dinamica do mtDNA e que ndo tem fungdo coedificadora. Nela estdo
localizados os sitios de iniciagdo para replicagdo do mtDNA e também para
transcrigdo de RNA (Brown, 1985; Meyer, 1993).

A regido controladora normalmente compreende cerca de 1 kb e €
predominantemente rica em bases A-T. apesar de incluir uma por¢do central
conservada rica em G-C (Hoelzel et al., 1993). Devido a isto, foi denominada a
principio (a partir de estudos em Drosophila - ver Solignac et al., 1986)
simplesmente de "regido rica em A+T do mtDNA", sem que fossem conhecidas
em maior detalhe suas fungdes regulatonas. Hoje esta denominagio contimia
valida, mas é empregada principalmente quando se esta referindo ac genoma

mitocondrial de invertebrados. Nog vertebrados esta regido recebeu o nome de
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D-Loop (proveniente de "Displacement Loop"”) devido a formagdo, em seu
interior, de uma estrutura de fita tripla que gera deslocamentos e movimentagoes
interativas das fitag envolvidas (Brown et al., 1986; Buroker et al., 1990). Uma
das principais causas deste fendmeno é o mecanismo assimétrico de replicagéio
do mDNA: no genoma mitocondrial de vertebrados, os pontos de origem da
replicagio de cada uma das fitas (fita H ["heavy"] e fita L ["light"]) se
encontram bastante afastados. No inicio do processo de replicagio forma-ge uma
terceira fita de DNA (denominada 78 mtDNA), de tamanho varidvel, que pareia
com a fita L e desloca a fita H original (ver figura 1.25), formando uma estrutura
topolégica diferenciada e dinfimica. A competigéio entre as fitas H e 73 (ela
propria denominada "D-loop"”) pelo pareamento com a fita L pode gerar
deslocamentog reciprocos reversiveis e também levar i formagiio de estrutura
gecundiria ("loop”) estivel em uma delas. Isto poderia levar a um pareamento
designal enire as fitas, ocasionando erros de replicagdo (Brown et al., 1986;

Buroker et al., 1990), como sera visto a seguir.
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Figura 1.24. Posicionamento dos genes no DNA mitocondrial de
vertebrados (Extraido de Brown, 198%). Abreviaturas: COL COI, COII -
subunidades I-T do complexo citocromo oxidase; Cyt b - citocromo b; ATPase
6 & AGL - subunidades do complexo mitocondrial de sintese de ATP; ND1-5 -
subunidades 1-5 do complexo NADH desidrogenase; URF6 - médulo de leitura
para proteina ndo identificada. Os genes para rRNA estdo identificados
diretamente; og genes para tRNA estdo identificados pela inicial do aminoacido
codificado. A regiio controladora é porgo em que se encorira a origem da

replicagio da fita H (Op).
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Figura 1.25. Desenho esquemitico representando as interacdes que
podem ccorrer entre as fitas H e L (linhas cheias externas) e a fita D-loop
(linha tracejada central) na regido controladora do miDNA, segundo modelo
de Buroker et al., 1990, Observa-se que a formagdo de estrutura secundaria na
fita D-loop leva a um emro de pareamento que pode gerar a repetigdc de um
segmento (A). A formagdo de estrutura secundaria nas fitas L e H pode levar a

delegio de um zegmento (B). [Extraido de Buroker et al., 1990]
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e ) Variaciio de Tamanho no DNA mitocondrial

Durante muito tempo acreditou-se que a extrema conservagio do mtDNA
incluia também uma grande estabilidade no tamanho desta molécula, que manter-
se-ia sempre entre 16-18 kb (Rand, 1993). A partir da década de 1980,
entretanto, estndos com Drosophila (Solignac et al., 1986), grilos (Harrison et
al. 1985; Rand & Harrison, 1989); nematodos (Powers et al., 1986; Beck &
Hyman, 198R; Hyman et al_, 1988), moluscos (Smyder et al., 1987; Gjetvaj et al.,
1992) e vertebrados ectotérmicos (Densmore et al., 1985; Bermingham et al.,
1986: Moritz & Brown, 1986) comegaram a indicar a existéncia de grandes
variaghes no tamanho desta molécula em diversos grupos de metazodrios.
Observou-se nfio s6 a presenga de genomas mitocondriais muito maiores do que
o padrio esperade, como no case de moluscos cujo mtDNA media cerca de 35
kb (LaRoche et al., 1990), mas também variagdes significativas no tamanho desta
molécula entre linhagens muito proximas, inclusive entre individuos da mesma
populagio (Brown et al, 1992; Gjetvaj et al., 1992). Além disso, diversos
estudos identificaram freqiéncias bastanie altas de heteroplasmia, ou seja,
variagio de tamanho do mDNA em um mesmo individuo, em diversas linhagens
de animais (Harrison et al., 1985; Buroker et al., 1990).

Desde entfio, a ocorréncia de variagdes no tamanho de certas regides do
mtDNA vem sendo registrada para vérios ountros grupos de animais, incluindo
aves (Edwards & Wilson, 1990) e mamiferos (Cann & Wilson, 1983; Mignotte et
al_, 1990; Wilkinson & Chapman, 1991; ver revisio em Rand, 1993). Entre estes,
pode-se destacar a ocorréncia de variagdes de tamanho no miDNA de
musaranhos (Stewart & Baker, 1994), morcegos (Wilkinson & Chapman, 1991),
primatas (Ferris et al., 1981; Cann & Wilson, 1983), lagomorfos (Mignotte et al.,



1990; Biju-Duval et al., 1991), roedores (Brown et al., 1986), ceticeos (Hoelzel
et al., 1991; Dillon & Wright, 1993) e camivoros (Hoelzel et al., 1993).

Estudoz recentes (Rand, 1993 e 1994) indicam que existe uma forte
comrelagiio entre habito termal, taxa metabodlica e vanagdes no tamanho do
miDNA. Comparagdes entre diversas espécies de animais endotérmicos e
ectotérmicos indicam que os primeiros tendem a ter genomas mitocondriais
menoreg e menos variaveig (Rand, 1993). Izto pode estar relacionado a (1) uma
taxa de mutagiio de tamanho mais alta em ectotermos, gerando uma maior
variabilidade; ou (2) uma taxa maig alta de selegiio direcional e purificadora para
genomas menores em endotermos. Embora estas hipoteses ndo sejam totalmente
excludentes, Rand (1993 e 1994) defende que a segunda seria mais consistente
com a maior parte das observagdes feitas até o momento, argumentando que uma
taxa metabdlica maig alta nos organismos endotérmicos, algo diretamente ligado
ao funcionamento das mitocdndnas, implicaria que moléculas menores e mais
compactas de mtDNA. seriam favorecidas em uma "comrida para replicagio”.
Outrog fatores ligados a taxa metabodlica, como tamanho corporal e tempo de
geragio, estariam tambeém relacionados a diferentes taxas de variagéio no tamanho
do mtDNA (Rand, 1993 e 1994).

O surgimento de heteroplasmia, por outro lado, ndo parece estar
diretamente relacionado a diferencgas na taxa metabdlica (Rand, 1993 e 1994).
Possivelmente, a0 menos em alguns casos, este fendmeno esteja relacionado a
uma instabilidade na replicagio do miDNA nas células de cada individuo,
promovendo um constante surgimento de mutantes com curta duragiio (Hoelzel et
al., 1993).

As causas destas vanagoes no tamanho do miDNA vém sendo bastanie
estudadas (e.g. Buroker et al., 1990; Rand, 1993) e acredita-se que estejam

relacionadas a processos como (1) eventos de duplicagio, insergio e delegio de
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segmentos (e.g. Hyman et al., 1988); e (2) repetigies em tandem de seqiéncias
especificas (e.g. Biju-Duval et al, 1991; Stewart & Baker, 1994). Os dois
processos parecem ocomer em freqiéncias similares, em grupos variados de
animaig (ver Rand, 1993), envolvendo principalmente a regiio controladora
(e.g. Wilkingon & Chapman, 1991; Hoelzel et al., 1993), mas também atingindo
outros segmentos, alguns com atividade codificadora, do mtDNA (e.g. Hyman et
al,, 1988; LaRoche et al., 1990). Em mamiferos, estes processos gerando
variagdes no tamanho do mtDNA parecem estar quase que totalmente restritos a
regido controladora (Mignotte et al., 1990; Stewart & Baker, 1994). Algumas
excegoes, verificadas por Cann & Wilson (1983) em imanes, consistem de
insergoes e delegbes pequenas (entre 6 e 14 pb), localizadas em porgdes nio-
codificadoras menores do mtDNA, situadas em pontos de jungdo entre dois
genes.

Os mecanismos responsavels pelo surgimenic e mamtengdo destas
duplicagtes, delegies e repetigdes sdo bastante complexos, e ainda pouco
compreendidos. Rearranjos de grandes blocos do miDNA, ocasionando
significativas alteragdes no tamanho e na estrutura do genoma mitocondrial, como
observado em nematodos (Hyman et al., 1988), requerem modificagdes bastante
profundas neste sistema, possivelmente envolvendo repetigdes em tandem com
variagdes internas de seqiéncia, pontos de quebra levande a inversdes de
fragmentos, entre outros.

Eventos mais simples de insergdo e delegio, especialmente de fragmentos
pequenos, ocorrem com uma freqiéncia bastante alta no miDNA de amimais.
Saitou & Ueda (1994), através de um estudo comparativo em regides nido-
cadificadoras do genoma de primatas, estimaram que a taxa de insergdes e

delegdes no mtDNA seja cerca de dez vezes maior do que no DNA nuclear,
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diferenga semeihante ao que e observa com relagiio a taxas de substituigiio de
nucleotidios (Saitou & Ueda, 1994).

Em se tratando de variagbes de tamanho ocasionadas por nimeros
variiveis de repetigdes em tandem de uma mesma seqiiéncia, 05 meCANISMOS
envolvidos parecem estar principalmente relacionados 4 dinfimica da regiio
controladora do mDNA, 4 qual estas mutagdes estariam quase que totalmente
restritas (Buroker et al., 1990). Estudos recentes (Buroker et al., 1990; Wilkinson
& Chapman, 1991; Hoelzel et al., 1993; Stewart & Baker, 1994) sugerem que o
mimero variavel de repetigdes teria origem a partir de pareamento designal entre
ag fitas L ¢ H do mtDNA, no momento inicial da replicagiio desta molécula.
Além disso, sugere-se que este processo estaria aliado a ocorréncia de eventos
de recombinagio enire moléculas diferemtes (Hoelzel et al., 1993), e que ele
levaria a episddios de evolugio em concerto entre as seqiéncias repetidas
(Solignac et al., 1986, Stewart & Baker, 1994).

O modelo proposto por Buroker et al. (1990) leva em consideragéo a
estrutura de fita tripla formada na regifio controladora do mtDNA, ocasionando
um "equilibrio dindmico competitivo” entre as fitas H e D-loop pelo pareamento
com a fita L (ver figura 1.25). Em presenga de seqiéncias repetidas nesta regifio
do mtDNA, o deslocamento de uma das fitas (H ou D-loop) pode ocasionar a
formagiio de estruturas secundarias estiaveis em parte do segmento livre ou no
segmento pareado (ver figura 1.25). A formagiio destas estruturas secundirias
pode gerar um alinhamento erréneo entre as repetigdes durante o processo de
replicagiio, o que poderia ocasionar tanto 0 aumento quanto a redugiio no mimero
de repetigdes presentes na nova molécula. Este modelo, proposto a partir de
estudos em peixes, niio 26 explica a origem e mamitengio de um mimero variavel
de repetigdes na regiio controladora do mtDNA, mas também prevé que as
repetigdes centrais tenderiam a apresentar seqiéncias idénticas, devido a
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ocorréncia de evolugdo em concerio, e que as duas repetiges localizadas nos
extremos tenderiam a divergir mais. Isto estd de acordo com dados de
seqienciamento das repeﬁqfies enconiradas em ouiros gmpos de ammals
(Wilkinson & Chapman, 1991; Stewart & Baker, 1994). Este modelo sustenta que
deve haver um minimo de trés repetigdes iniciais, para que este processo tenha
mnicio, embora Stewart & Baker (1994) argumeniem que, com apenas duas
repetigtes, seria possivel a formagdo de estrutura secundaria na fita deslocada e,
portanto, poderia ser gerada variagiio no tamanho.

Hoelzel et al. (1993), que encontraram um padrdo bastante complexo de
seqiiéncias repetitivas na regido controladora do mtDNA de elefantes-marinhos,
sugerem que nem sempre estag variagdes seriam geradas segundo o modelo
descrito acima. No caso dos elefantes-marinhos e de outros organismos
mencionados (ver Hoelzel et al., 1993), a localizagdo das repetigGes indicania que
seu surgimento esta relacionado a sintese de RNA, e nio da fita D-loop de DNA.
Além disgo, a complexidade e variabilidade dos padrées de variagdo observados
nestas espécies indicaria que motivos curtos seriam constantemente repetidos e
eliminados do genoma por freqientes erros de pareamento, que envolveriam
ainda ‘“crossing-over” desigual dentro de uma linhagem e também entre
linhagens diferentes (Hoelzel et al. 1993). Lopez (comunicagdo pessoal em
Hoelzel et al., 1993) encontrou um tipo semelhante de amranjo repetitivo no
mtDNA de gato doméstico, 0 que sera discutido mais adiante com base nos

resultados do presente estudo.
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f ) Objetivos

O presente estudo, desenvolvide durante o ano de 1993 e inicio de 1994,

procurou atender aos seguintes objetivos:

1. Formar um banco de amostras de material bioldgico provenientes do
maior mimero possivel de individuos pertencentes a todas as espécies de felinos
neotropicais. Bstas amostras servirio de base para diversos estudos genéticos,
evolutivos e populacionais destas espécies, especialmente com o uso de técnicas
moleculares. Estes estudos terdo por objetivo esclarecer imimeras questdes sabre
a evolugio, sistematica, biogeografia e estrutura populacional destes animais,
além de fornecer bases para que sejam propostas estratégias de conservagdo para
estas especies.

2. Estabelecer técnicas eficazes para a extragio de DNA a partir das
amostras obtidas.

3. Desenvolver um protocolo de amplificagido por PCR de segmentos do
DNA mitocondrial das especies em estudo, para posterior aplicagdo em
investigacgdes filogenéticas e populacionais.

4. Descrever e caracterizar o polimorfismo de tamanho da regido

controladora do miDNA de felinos, 1dentificado no decorrer do presente trabalho.
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2. Material e Métodos

a) Obtencio de Amostras

Procurou-ge obter amostras de sangne, pélos e outros tecidos corporais
das espécies em estudo a partir de exemplares provenientes da natureza
(capturados por projetos de campo envolvendo camivoros oun encontrados
mortos em estradag) e também de individuos mantidos em Parques ou Jardins
Zooldgicos que apresentassem procedéncia geografica conhecida. Os esforgos
para conhecer a procedéncia geografica dos animais em estudo da forma mais
precisa possivel tiveram por objetivo possibilitar a utilizagio do material obtido
em imimeros estudos (alguns ja em andamento) de evolugdo, biogeografia e
genética de populagGes das espécies em questio. Sempre que possivel,
procurou-ge também obter dados morfométricos e outrog parametros bioldgicos,
como sgexo, idade aproximada, caracteristicas de pelagem, entre outros, dos
individuos estudados. O modelo de ficha para registro em campo de dados sobre
oz individuos de felinos em estudo encontra-se no Anexo 1.

As amostras de sangue foram conservadas com anti-coagulante
(geralmente ACD 2, EDTA ou Heparina Sddica) e mantidas sob refrigeragio ate

a triagem em laboratorio, sendo subseqientemente congeladas a -20°C. As

2 A composigfio deste anti-coagulante, bem como dos tampdes e demais solug8es citadas
em fodas as técnicas descritas no item Material ¢ Métodos, s2 encontra detalhada no

Anexo IL



amostras de pélo ou fragmentos de pele foram mantidas secas ou em etanol
absoluto até triagem, sendo entiio ignalmente congeladas. Amostras de tecido
muscular foram mantidas inicialmente em etanol absoluto ou diretamente
congeladas.

Obteve-se também amostras de pélos e fragmentos de outros tecidos
corporais a partir de exemplares conservados em museus e colegbes particulares
(especialmente peles preparadas e animais taxidermizados), sendo estas mantidas
gecas até o congelamento.

Além da obtengio de amostras de material bioldgico dos felinos sul-
americanos, procurou-se tambem ter acesso a amostras de sangue ou outros
tecidos corporais de outras espécies, que poderiam ser uteis em estudos
comparativos de genética e evolugiio. Entre estas, priorizou-se a obtengdo de
amostras (provenientes de Parques Zooldgicos ou Hospitais Vernndrios) de
felinog exdticog a Regido Neotropical e de espécies perlencentes as familias
Hyaenidae e Viverridae (tidas como sendo bastante préximas filogeneticamente
da familia Pelidae; ver Introdugio)

Constmiu-se um banco de dados com imformagdes de identificagio,
caracterizagio e procedéncia geografica de todos os individuos estudados, bem
como registro das técnicas empregadas na obtengdo, conservagiio e analige das
amostras. Para tal, utilizou-se o programa Reflex, versio 2.0 (Borland

International, Inc., 1989 ).
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b) Exiraciio de DNA

A extragdo de DNA para uso no presente estudo foi realizada
exclusivamente a partir de amostraz de sangne. Enfre estas, observou-se
diferengas quantitativag e qualitativas bastante grandes nos produtos extraidos,
relacionadas principalmente com o anti-coagulante empregado e com as
condigdes de conservagdo do sangue antes do envio ao laboratério. Devido a
isto, diversos protocolos de extragio de DNA foram testados, sendo quatro deles
subseqiientemente utilizadog com sucesso.

No cago de amostras que haviam sido conservadas com os anti-
coagulantes EDTA ou ACD segniu-se um protocolo (Protocolo A) modificado a
partir de Lahiri e Numberger, Jr. (1991), detalhado a seguir:

Protocolo A:

]

- Misturar:

- 750 ul de sangue total.

- 750 ul do tampdo TKM 1.

- 19 ul de Nomdet P-40.

Centrifugagio: 3.000-5.000 rpm por 10 mun.

Ressuspender precipitade de células em 750 ul de TKM 1.

Repetir 2 e 3, e novamente 2.

-

Ressuspender pellet em 400 ul do tampdo TKM 2.
Adicionar: - 25 ul de SDS 10 %
- 75ul de Proteinase K (2 mg/ml)
¢. 2hs embanho a 60°C ou 12-16 hs a 379C.

7. Adicionar 1 volume de Cloroformio

B
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8. Agitar intensamente; centrifugagido: idem a 2.

9. Reatirar 700 ul da fase superior, passando para novo tubo.
10. Repetir 7 e 8.

11. Retirar 500 ul da fase superior, passando para novo tubo.
12. Adicionar 2 volumes de etanol absoluto gelado.

13. Centrifugagio: 10.000 rpm por 10 min.

14. Lavar precipitado em 1 ml de etanol 70 %.

15. Repetir 13.

16. Remover sobrenadante; secar precipitado a temperatura ambiente.
17. Ressuspender precipitado em 50-100 ul de TE.

18. Overnight a 4°C.

19. Congelar a -209(.

No caso de amostras conservadas com o anti-coagulante Heparina Sadica,
entretanto, a técnica acima descrita ndo gerou bons resultados, pois ndo foi
possivel a amplificagde por PCR do material extraido (provaveimente devide a
presenga de inibidores da PCR na solugfio resultante). Nesses casos utilizou-se
dois protocolos de extragdo de DNA que se mostraram eficazes na eliminagio
dos imbidores, sendo o prnmeirc (Protocolo B, detalhade abamxo) uma
modificagie da técnica descrita por Zeillinger et al. (1993), que utiliza a
afinidade das particulas de silica, provenientes de diatomaceas, por DNA para

retirar estas macromoléculas de uma solugdo inicial de lise celular.



Protocolo B:

1. Misturar:
- 50 ul de sangue total
- 500 ul de STE
- 100 ul de SDS 10 %

5 mina 959 C.

'IQ

5 min a temperatura ambiente, com agitagdo periadica.

Agitagdo rapida com vortex; pulgo de centrifugagio.

LD T N [P ]

Retirar 500 ul do sobrenadante, passando-o para novo tubo.
Adicionar: - 900 ul do Tampido de Extragio (EB)
- 40 ul da Solugde com Diatomaceas.
Agitar em vortex por 5 s.
Deixar 10 min a temperatura ambiente.
Repetir 4.
Descartar sobrenadante, mantendo-se precipitade no tubo.

il < B

16. Adicionar 600 ul do Tampao de Lavagem (WB).
11. Repetir 4.

12. Repetir 9, 10 e 11, e novamente 9.

15. Adicionar 600 ul de Etanol 70 %

14. Repetir 4.

15. Repetir 9, 13 e 14, e novamente 9.

16. Adicionar 1ml de Acetona absoluta.

17. Repetir 4 e 9.

18. Secar precipitado a temperatura ambiente.

19. Eluir DNA do precipitado em 40-60 ul de TE (banho a 372 C por 1h - 2hs).
20. Centrifugar a 10.000 rpm por lmin - 3 min.
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21. Retirar sobrenadante (agora contendo o DNA), passando-o para novo tubo.
22. Repetir 20 e 21.

23. Congelar solugéo resultante a - 200 C.

O outro protocolo utilizado para a extragio de DNA de amostras de
sangue com Heparina Sddica (Protocolo C, detalhado abaixo) é uma combinagio
dos pagsos iniciais (de lise celular) da técnica de Lahini e Numberger (1991) com

a extragdo com silica, modificada a partir de Zeillinger et al (1993).
Protocolo C:

1. Seguir passos 1 a 11 do Protocolo A.
2. Seguir passos 5 a 23 do Protocolo B.

Um quarto protocolo de extragdo (Protocolo D, detalthado abaixo), também
modificado a partir de Zeillinger et al. (1993), foi empregado principalmente em

amostras antigas, que apresentavam mas condigdes de conservagao.
Protocolo D:

1. Misturar:
- 100 ul de sangue total.
- 900 ul do Tampiao de Extragio (EB)

- 40 ul da Sohigdo com Diatomdceas

o]

5 min a 95° C.

1 ha 60° C com agitagio esporadica.

o .

Seguir passos 6 a 23 do Protocolo B



¢) Amplificagiio por PCR

Realizou-ge diversos testes com o objetivo de estabelecer um protocolo de
amplificagio por PCR (Reagido em Cadeia da Polimerase - Saiki et al., 1985 e
1988) de segmentos da regido controladora do DNA mitocondrial (mtDNA) das
variag espécies de felinog em estudo. Foram testadas varias combinagdes de um
conjuntoc de primers originalmente desenhado para amplificar seqiéncias de
humanos. Na tabela 2.1 estio descritas as seqiéncias dos primers testados, e na
figura 2.1 encontra-se a localizagio das seqiéncias-alvo destes no genoma
mitocondrial de mamiferos.

Testou-se ainda varios parimetros pertinenies as condigdes da reagdo,
como alteragdes no mimero de ciclos de PCR, tempo de duragdo e temperatura
de cada passo, além de diferenies combinagies e conceniragdes dos reagenies
(primers, DNA polimerase) e do DNA a ser analisado.

Com base nestes testes, optou-se por trabalhar com ¢ segmento localizado
entre os primers L15926 (localizade na seqiéncia codificadora do tRNATr ) e
H16498 (localizado no Bloco de Segiiéncia Conservada D [CSB D] - ver figura
2.1). Subseqgiientemente, realizou-se amplificagGes deste segmento em amostras
de 26 individuos pertencentes a sete espécies de felinos neotropicais, além de um
individuo de gato domeéstico (ver Resultados - tabela 3.4). As reagdes de PCR
foram realizadas em volumes totais entre 10ul e 20ul. Cada reagdo de 10 ul

consistin de:
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- 0.1 ul a 3.0 ul de DNA genémico.

- 1 ul de Tampiio de PCR 10 X

- 0.5 unidades de Taq polimerase (Cenbiot/UFRGS).
- 0.2 uM de cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
- 0.2 uM de cada primer.

- H,O para completar o volume

- 0leo mineral

A variagio na quantidade de DNA gendmico utilizado nas reagdes de PCR
foi critica para a que se conseguisse sucesso nas amplificagdes. Isto ocorreu nio
s6 pelas diferengas quantitativas e qualitativas no DNA extraido de cada
individuo, mas também provavelmente devido a homologia relativamente baixa

entre 0g primers e as seqiéncias-alvo nas espécies estudadas.

As reagdes de PCR foram realizadas em termocicladores seguindo o perfil

de temperaturas descrito abaxa:

- 5 min de denaturagéo inicial a 94¢ C.
- 35 ciclos (1 min de denaturagiio a 949 C ; 1 min de anelamento a 50° C;
1 min 30 s de extensdo a 72° C).

- 5 min de extensdo final a 72° C.

Testou-se ainda a amplificagio de oufro segmentc do mtDNA das
espécies estudadas, o qual engloba o gene do citocromo & (cyb). Para tal
utilizou-ge dois primers tidos como universais para mamiferos (ver tabela 2.1). O
primeiro deles esta localizado na seqiéncia codificadora do tRNASGH e o

segundo situa-se na regido do tRNAT (ver figura 2.2). As reagdes tiveram um
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volume total de 10 ul, utilizando-se as mesmas concentragdes de reagentes e 0s
mesmos equipamentos descritos para a amplificagdo do segmento da regido
controladora. As reagdes foram realizadas com 35-45 ciclos de temperatura
detalhados a seguir: denaturagdo a 94°C por 1 min; anelamento a 50°C por 1
min;, extensdo a 74°C por 1 min 30" ou 2 min. A isto se acrescenta 5-7 min de
denaturagio inicial a 94°C e 7 min de extensio final a 72°C. Amplificou-se este
segmento de seig individuos de felinos neotropicais (cada um pertencendo a uma

das especies estudadas), e também do individuo de gato doméstico.

< H16401 < HI16498 = H408 < H580

— (RNATH e tRNAPro s CSB-F = CSB-D tRIN APhe

L15926 = L15997 > L 129> l

~regido controladora

Figura 2.1. Localizagiio das seqiiéncias-alvo dos primers utilizados no

presente estudo para a regifio confroladora do mtDNA.

< H15915
(RNAG cyb [RNATH

L14724 =
Figura 2.2. Localizagdo das seqiiéncias-alvo dos primers utilizados no

presente estude para o gene do citocromo b (cyb).
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Tabela 2.1. Identificacdo dos primers para a regiio controladora do
mtDNA (CR) e para o gene do citocromo 5 (cyb) testados no presente
trabalho.

Obs.: As letras L e H referem-se a fita leve [light] ou pesada [heavy] do
mtDNA, e og mimeros referem-ge a posigio, no genoma mitocondrial lmmano, da

base na extremidade 3’ do primer (Anderson et al., 1981).

Primer Seqiéncia Referéncias
CR
L15926 5. TCAAAGCTTACACCAGTCTTGTAAACC -3 1
L15997 5' - CACCATTAGCACCCAAAGCT - 3' 1
H16401 5. TGATTTCACGGAGGATGGTG -3’ 1
H16498 5 - CCTGAAGTAGGAACCAGATG -3’ 1
L29 5" - GGTCTATCACCCTATTAACCAC - 3' 2
H408 5' - CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA - 3' 2
H580 5' - TTGAGGAGGTAAGCTACATA - 3' 3
cyb
114724 5 - CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG -3 e
H15915 5 - AACTGCAGTCATCTCCGGITTACAAGAC -3’ 4

1. Ward et al, 1991; 2. Vigilant et al, 1989; 3. Pnmer desenvolvido pelo
grupo de A. . Wilson (Division of Biochemistry and Molecular Biclogy;
University of California, Berkeley) e gentilmente cedido pela Dra. Mara Hutz
{Departamento de Genética, UFRGS); 4. Irwin ef al. (1991). Gentilmente cedidos
pela Dra. Chris Simon (Department of Ecology and Evolutionary Biology,
University of Connecticut)

UFRG 3'-::(_ on .
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d) Identificaciio e Caracterizagiio do Polimorfisnio de Tamanho

Og fragmentos de DNA amplificados por PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1 % ou 2 % corado com Brometo de Etidio (0.5
ug/ml), utilizando-gse tampio TBE 1X ou TAE 1X. Os fragmentos foram
subseqiientemente visualizados através de transluminagio por ultra-violeta (UV),
e tiveram gen comprimento determinado através de comparagic com marcadores
de tamanho molecular. O gel foi fotografade (através do uso de chmera
"polaroid" montada sobre o transluminador) e as medidas de mobilidade
(distancia migrada pelos fragmentos) foram tomadas a partir da fotografia, com o
uso de uma régua com precisio de 0.5 mm. A conversio das distincias migradas
para comprimento (em pares de base - pb) foi realizada com o uso do programa
SeqAid versie 3.7 (D.D. Rhoads & D. J. Roufa, Kansas State University, USA,
1990).

Para determinar de forma maig precisa a localizagio do polimorfismo de
tamanho identificade na regific controladora do mtDNA, realizou-se novas
reagtes de PCR, utilizando-se os fragmentos amplificades anteriormente (com 0
primers L15926 e H16498) como DNA molde ("template”) e dois movos
conjuntos de primers. O primeiro utiliza os primers internos L15997 (localizada
na seqiéncia codificadora do tRNAP™), e H16401 (localizado no Bloco de
Seqiéncia Conservada F [CSB F] ). O segundo utiliza os primers L15997 e
H16498 (ver figura 2.1). Estas reagdes seguiram o protocolo deserito acima para

a regido controladora, sem, entretanto, utilizar o os 5 min iniciais de denaturagdo.
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3. Resultados

a) Amostras Obtidas

Obteve-se amostras de material bioldgico (principalmente sangue, mas
também pélos e fragmenios de mmisculo e pele, em alguns casos) de 47
individuos pertencentes a oito espécies de felinos neotropicais (tabela 3.1).
Obteve-ge também amostraz de material bicldgico de um individuo de gato

doméstico e de um viverrideo (tabela 3.2).

Tabela 3.1. Relaciio das amostras de material biolégico de felinos
neotropicais obtidas entre junho de 1993 e julho de 1994

Individue Espécie Procedéncia geografica Fonte 3

F ti-01 Felis tigrina Triunfo, RS - b

F t1-02 Felis tigrina SE Brasil (8P 7 ¢) Zoo Sorocaba d
F t1-03 Felis tigrina S Brasil (RS ?) Zoo Sapucaia ©
F ti-04 Felis tigrina S Brasil (RS ?) Zoa Sapucaia
F ti-05 Felis tigrina S Brasil (RS 7) Zoo Sapucaia
F ti-06 Felis tgrina Cachoeira do Sul, RS  Zoo Cachoeira f
F u-07 Felis tigrina SW Brasil Zoo L. Solteira &

F t1-08 Felis tgrina S. Miguel Iguagu, PR Zoo I Solteira
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Tabela 3.1 (continuagiio):

Individuo Espécie Procedéncia geografica Fonte
Fwi-0l  Felis wiedii Morungava, RS .
Fwi-02  Felis wiedii SE Brasil (SP ?) Zoao Sorocaba
Fwi-03  Felis wiedil Trunfo, RS Zoo Sapucaia
Fwi-04  Felis wiedii Cachoeira do Sul, RS  Zoa Cachoeira
F ge-01  Felis geoffroyi Sta. Cruz do Sul, RS Zoo Sapucala
F ge-02  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS Zoa Cachoeira
F ge-03  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS Zoo Cachoeira
F ge-04  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS Zoao Cachoeira
F ge-05  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS~ Zoo Cachoeira
F ge-06  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS Zoo Cachoeira
F ge-07  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS~ Zoo Cachoeira
F ge-08  Felis geoffroyi Cachoeira do Sul, RS -

F ge-09  Felis geoffroyi Prov. Cordoba (Arg)  Zoo Cordobal
F pa-01  Felis pardalis Pq. Nac. [guagu - PR Proj. Cam. |
F pa-02  Felis pardalis Pq. Nac. Iguagu - PR Proj. Cam.
F pa-03  Felis pardalis P Iguazu (Arg.) Proj. Cam.
F pa-04  Felis pardalis Pq. Nac. Ignagu - PR Proj. Cam.
F pa-05  Felis pardalis P.Iguazu (Arg.) Proj. Cam.
F pa-06  Felis pardalis Pq. Nac. Ignagu - PR Proj. Camn.
Fpa-07  Felis pardalis Pqg. Nac. Iguagu - PR Proj. Camn.
F pa-08  Felis pardalis Pq Nac. Iguagu - PR Proj. Cam.




Tabela 3.1 (continuagio):

Individuo Espécie Procedéncia geografica Fonte
Fpa-09  Felis pardalis Pq. Iguazu (Arg.) Proj. Cam.
Fpa-10  Felis pardalis Umuarama, PR CASIB |
Fpa-11  Felis pardalis SW Brasil Zao 1. Solteira
F co-01  Felis colocolo Alegrete, RS -
Fco-02  Felis colocolo Cachoeira do Sul, RS -

F co-03  Felis colocolo Centro-W Brasil Zoo 8Pk
Fya-01  Felis yagouaroundi SE Brasil (SP ?) Zoo Sorocaba
Fya-02  Felis yagouaroundi SE Brasil (SP ?) Zoo Sapucaia

Fya-03  Felis yagouaroundi Prov. Cordoba (Arg)  Zoo Cordoba
F ya-04  Felis yagouaroundi Prov. Cordoba (Arg)  Zoo Cordoba
F ya-05  Felis yagouaroundi Prov. Cordoba (Arg.) Zoa Cordoba
Fya-06  Felis yagouaroundi Prov. Cordoba (Arg.))  Zoo Cordoba

Fon-01  Felis concolor Bataguassu, MS Proj. Cam.
Fcon-02  Felts concolor Porto Primavera, MS Proj. Cam.
Fcn-03  Felis concolor - Zoo Sapucaia
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Tabela 3.1 (continuag3o):

Individuo Espécie Procedéncia geografica Fonte

Pon-01  Panthera onca Pqg. Nac. Iguagu - PR Proj. Camn.
Pon-02  Pamthera onca Pqg. Nac. Iguagu - PR Proj. Camn.
P on-03  Panthera onca Bataguassu, MS Proj. Cam.

flnstituigio responsavel pelo fomecimento da amostra; YAmostra coletada em
campo; ‘Procedéncia provivel, 4Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros,
Sorocaba, SP; ®Parque Zooldgico de Sapucaia do Sul, Fundagio Zoobotinica,
RS; Zoolégico Municipal de Cachoeira do Sul, RS; 8Zooldgico de Ilha Solteira,
SP; MZoologico Cordoba, Cordoba, Argentina; Projetos de Ecologia de
Camivoros coordenados por Peter Crawshaw, Jr. (IBAMA). iCriadourc de
Animais Silvestres Itaipu Binacional, Foz do Iguagu, PR; KPundagio Parque
Zaalagico de Sdo Paulo, SP.



Tabela 3.2. Relacio das amostras adicionais de material biolégico obtidas
entre junho de 1993 e julho de 1994.

Individuo Espécie Procedéncia geografica Fonte 2
F ca-01  Felis catus b . H.V. UFRGS ¢
Abi-01  Aretictis binturong 4 Asia Zao SP ¢

fnstitnigio responsavel pelo formecimento da amostra; Ygato doméstico;
CHospital Veterinario da Universidade Federal do Rieo Grande do Sul, Porto
Alegre, RS; dbinturong (Viverridae), ¢®Fundagio Parque Zoolégica de Sio Paulo,
SP.

b) Extracio de DNA

Foram utilizadas amostras de sangue de 26 individuos de felinos
neotropicais (pertencenies e sete especies) e do individuo de gato doméstico
(1dentificados na tabela 3.3). para a extragdc de DNA. A quantidade de DNA
abtido nas extragdes variou de forma consideravel para cada individuo, inde de
menos de 100 ng/ul, em alguns casos, ate cerca de 2.000 ng/ul, em outros. A
qualidade do DNA obtido também foi variavel, desde alguns casos com visivel
degradagio (embora mantende uma banda de alto pese molecular) até outros em

que o DNA parecia intacto.
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Amplificacoes por PCR

De uma forma geral, as amplificagdes por PCR dos segmentos do mtDNA
dos 26 individuos de felinos neotropicais estudados, bem como do individuo de
gato doméstico, foram bem-sucedidas e levaram a resultados consistentes
(reproduziveis).

Amostrag de todos og individuos mencionados foram amplificadas para o
segmento inicial da regiio controladora do mtDNA (ver tabela 3 4).

A amplificagdo do gene do citocromo & foi realizada em seis individuos,
cada um de uma das espécies neotropicais (Fti-02, Fwi-02, Fge-01, Fpa-02,

Fya-01, Pon-02), bem como no individuo de gate domestico (Fea-01).

d) Caracterizacio do Polimorfismio de Tamanho

Afravés da visualizagio (em gel de eletroforese) dos fragmentos
amplificados da porgfio inicial da regido controladora do mtDNA, foi possivel
constatar a existéncia de uma consideravel variagdo no tamanho deste segmento
nos individuos estudados (ver figuras 3.1 e 3.2). Esta variagdo de tamanho foi
observada tanto a nivel inter- quanto intra-especifico, verificando-se ainda a
presenca de cinco individuos heteroplasmicos (18.5 % do total). Os fragmentos
amplificados para os individuos em estudo foram enquadrados em oito classes de
tamanho (ver tabelas 3.3 e 3.4), que tiveram seu comprimento estimado através
de comparagic com marcadores de tamanho molecular. Estima-se que os
fragmentos da classe de tamanho 1 apregentem um comprimento de cerca de 610

pares de base (pb), aproximadamente 20 pb a mais do que 0 mesmo segmento na
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espécie umana (592 pb). A variagdo de tamanho entre classes sucessivas (enire
1e2 2e?3, etc.) parece ser.de aproximadamente 110 pb (ver tabela 3.3). Tal
regularidade indica que estas variagSes sdo provavelmente causadas por
repetigdes em tandem de um mesmo segmento. Os fragmentos da classe 0 sio
consideravelmente menores (medem cerca de 300 pb) do que os da classe 1 e
do que este segmento na espécie Immana, indicando que teriam sido gerados
possivelmente a partir de um evento de delegio.

A clagse de tamanho mais commm (modal) entre og individuog analisados
for a 2 (que compreenderia 2 repetigdes, apresenfando wum comprimento
estimado de cerca de 720 pb), representando 50.0 % de todas as bandas
visualizadas (ver figura 3.3).

Duas ocorréncias de heteroplasmia tripla (trés tamanhos de fragmentos
amplificados) foram observadas, nos individuos Fge-01 e Fca-01 (ver tabela 3.4).

Em termos de variagdo inira-especifica, foi possivel observar desde
espéecies totalmente umformes, como Fells tigrina e Panthera onca, ambos com
100 % de fragmentos da classe 2, até espécies com consideravel polimorfismo de
tamanho inter-individual e ocorréncia de heteroplasmia, como Felis geoffroyi
(ver figura 3.4). A maior variagdo de tamanho foi observada no individuo de gato
domeéstica.

A localizagido deste sitio de tamanho varidvel no mtDNA destas espécies
foi identificada de forma mais precisa atraves de reamplificagbes de segmentos
menores, intermos a regido em estudo (ver Material e Meétodos). Através desta
abordagem, foi possivel determinar que este sitio estd localizado entre as
seqiéncias-alvo dos primers H16401 e H16498 (ver figuras 3.5 e 3.6). Este
segmento, que na espécie humana compreende 76 pb, estende-se entre os Blocos
de Seqiéncia Conservada D e F (CSB-D a CSB-F) da regido controladora do

mtDNA, identificados em diversas especies ammais. Enire as espécies de felinos



estudadas, este segmento parece variar entre cerca de 100 pb e 700 pb,
excetuando-ge os fragmentos da classe 0. A existéncia de tal variagdo de tamanho
em uma regido tida como de seqiiéncia conservada levanta imimeras questdes

sobre a dindmica desta regido do mtDNA de felinos.

Tabela 3.3. Classes de tamanho identificadas na porgio inicial da regidio

controladora do mtDNA de felinos.

Classe Tamanho Aproximado (pb)
0 300
1 610
2 720
3 830
4 940
5 1050
6 1160
1270
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Tabela 3.4. Identificacio das classes de tamanho dos fragmentos da
regidio controladora do mtDNA amplificados para os individuos em
estudo 2,

Individuo Espécie Classe de Tamanho
F t1-02 Felis tigrina 2

F ti-03 Felis tigrina 2

F t1-05 Felis tigrina 2

F t1-06 Felis tigrina 2

F wi-01 Felis wiedil 2

F wi-02 Felis wiedii 2

F wi-03 Felis wiedil 2

F wi-04 Felis wiedii 1

F ge-01 Felis geoffrovi 1/5/6
F ge-02 Felis geoffroyi o

F ge-03 Felis geoffroyi 2

F ge-04 Felis geoffroyi 1/2
F ge-05 Felis geoffroyi 2

F ge-06 Felis geoffroyi 4

F ge-07 Felis geoffroyi 5
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Tabela 3.4. Continnagdo.

F pa-01 Felis pardalis 1

/3
F pa-02 Felis pardalis 2
F pa-03 Felis pardalis 2
F pa-06 Felis pardalis 3
F pa-07 Felis pardalis 3
F ya-01 Felis yagouaroundi 2
F cn-01 Felis concolor 0/3
F cn-03 Felis concolor 2
P on-01 Panthera onca 2
P on-02 Panthera onca 2
P on-03 Panthera onca 2
F ca-01 Felis catus 0/1/7

% Individuos heteroplismicos estio identificados pela presenga de fragmentos
amplificados pertencendo a mais de uma classe de tamanho.
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Figura 3.1. Gel de eletroforese com fragmentos amplificados da porgio
inicial da regifio controladora do mtDNA de felinos. Legenda: 1, 2, B, 9
marcadores de tamanho molecular; 3: Fwi-04; 4: Fpa-02; 5: Fpa-01; 6: Fge-01;

7: Fea-01. Obs. Notar a presenga de heteroplasmia em Fpa-01.

Figura 3.2. Gel de eletroforese com fragmentos amplificados da porgio
inicial da regifio controladora do mtDNA de felinos. Legenda: 1: Fwi-02; 2
Pwi-03; 3: Fwi-04; 4: Pti-02; 5: marcadores de tamanho molecular; 6: Fpa-02; 7:

Fpa-06; & Fpa-07; 9: Fen-01.

71



2(50.0%)

/ ‘\"&}%ﬁ : R E el
{147 ' ' QR0 42.97)
AN / TN ofpen)
A(1LET) B.87

Classe Temernho

Figura 3.3. Distribui¢iic das fregiiéncias das classes de tamanho dos
fragmentos amplificados da porgfo inicial da regifio controladora do mtDNA

de felinos.

b
&3

o
U



Figura 3.4. Gel de eletroforese com fragmentos amplificados da porgio
inicial da regiido controladora do nitDNA de sete individuos da espécie Felis
geoffreyi. Legenda: 1: Fge-01; 2: Fge-02; 3: Fge-03; 4: Fge-04; 5: marcadores de
tamanho molecular; 6: Fge-05; 7: Pge-06; 8: Fge-07.

Figura 3.5. Gel de eletroforese com fragmentos amplificados da regifio
controladora do mtDNA de felinos. Legenda: 1, 4, 7: Fwi-01; 2, 5, 8 Fwi-04;
3, 6, 9: humano. As pistas 1-3 apresenfam fragmentos amplificados com os
primers L15997 e H16401; as pistas 4-0 apresentam fragmentos amplificados
com og primers L15997 e H16498; nas pistas 7-9 estdo fragmentos amplificados

com os primers L15926 e H16498.
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4. Discussio

a) Obtencio de Amostras, Extracio de DNA e Amplificagdes por PCR

O mimero de amostras de material bioldgico de felinog neotropicais obtido
durante o presente trabalho pode ser considerado muito bom, especialmente se
for considerado o fato de que grande parte dos individuos em questdo apresentam
procedéncia geografica conhecida, ainda que esta, em muitog cagos, ndo seja
bastante precisa. A obtengdo destas amostras sera certamenie de grande
importancia para a realizagio de estudos evolutivos, biogeogrificos e
populacionais zobre felinos da Regidao Neotropical, especialmente no que diz
respeito a populagies destas espécies que habitem o sul do Brasil, tendo em
vista o maior mimero de amostrag provenientes desta drea.

A extragdo de DNA a partir das amostras de sangue pode ser considerada
bem-sucedida, considerando-se o uvso dos diferentes protocolos em casos
especificos. O baixo rendimento em algumas extragtes é provavelmente devido a
diferengas no estado de conservagio das amostras. Estudos recentes (e.g.
Cushwa & Medrano, 1993) indicam que a temperatura de estocagem das
amostras de sangue, por exemplo, pode influenciar de maneira significativa no
rendimento de extragées de DNA que venham a ser feitas. Diferengas
fisioldgicas entre os varios individuos estudados também podem ter influenciado

na quantidade de DNA presente na amostra.



As amplificages por PCR tambeém foram bem-sucedidas. Os bons
resultados obtidos com o gene do citocromo & indicam que este segmento €
facilmente amplificavel através da técnica descrita, viabilizando o seu uso em
estudos de evolugdo molecular de felinos neotropicais, especialmente para fins
de andlise filogenética. As amplificagées da porgiio inicial da regiiio controladora
do mtDNA, além de revelarem o polimorfismo de tamanho, que sera tratado em
detalhe a seguir, podem ser muito 1teis para estudos filogenéticos em linhagens
de divergéncia recente, como € o caso dos pequenos felinos sul-americanos, e

também em estudos filogeograficos e populacionais.



b) Polimorfismo de Tamanho

A existéncia de variagiio de tamanho no DNA mitocondrial (ntDNA) é
largamente documentada para diversos grupoes de amimais (Solignac et al., 1986;
Wilkinson & Chapman, 1991; Rand, 1993). Os mecanismos responsavels pelo
seu surgimento e mamtencio, entretanto, sdo ainda pouce compreendidos,
embora se saiba que grande parte dos casos tenham sua origem em eventos de
delegiio e insergiio (Cann & Wilson, 1983; Hyman et al., 1988) ou na repetigio
em tandem de segiiéncias especificas (Biju-Duval et al., 1991; Stewart & Baker,
1994).

A maior parte dos registros de variagio de tamanho no mtDNA realizados
até o momento provém de polimorfismos localizades dentro ou préximo da regiio
controladora. Isto seria provavelmente devido ao cariter nio codificador desta
regiio de mtDNA, o que permitiria que mmitagdes de tamanho, assim como
substituiges de nuclectidios, ai ocorridas nfo trouxessem prejuizo direto a
célula ou ac organismo portador da variagdo, se comparadas ac que ocorre em
segmentos codificadores (Avise, 1986). Isto ndo significa, entretanto, que
variagies de tamanho on alteragdies na seqiéncia da regido controladora sejam
seletivamente neutras, ja que as fungdes regnlatdrias exercidas por este segmento
do mtDNA parecem estar relacionadas 4 mamutengiio de estruturas secundarias
conservadas, localizadas em porgdes especificas desta regido (Brown et al.,
1986; Mignotte et al.,1990). De uma forma geral, observa-se que a maior parte
dos registros de variagde de tamanho, especialmente por repetigdes em tandem
de segmentos, localiza-se nos dominios externos (5’ e 3, designados pela fita L)
da regiic controladera, tidos como sendo muito mais varidveis, em termos de
seqiéncia, do que a porgic central conservada (Wilkinson & Chapman, 1991;

Hoelzel et al., 1993)
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A variagdo de tamanho descrita no presente estude deriva provavelmente
de uma série de repeticdes em tandem localizada na porgio 5' da regido
controladora do mtDNA, entre og blocos de segiiéncia conservada D e F (CSB-D
e CSB-F, ver figura 3.6). Trata-se de um ponto proximo daquele descrito para as
séries de repetigdes em tandem observadas no mtDNA de morcegos (Wilkinson
& Chapman, 1991) e musaranhos (Stewart & Baker, 1994). Estes dois grupos,
entretanto, apresentam suas repetigdes localizadas mais proximamente do gene
para o tRNAPT i fora dos blocos de seqiiéncia conservada. Isto estaria mais de
acordo com a idéia vigente de que estas repetigdes tendem a estar localizadas em
areas de alta vanabilidade de seqiiéncia situadas nos extremos 5' e 3’ da regido
controladora (Hoelzel et al.,1993). Neste aspecto, a série de repetigies aqui
relatada seria uma excecio, levantando duas hipdteses: (1) repeticdes em tandem
podem ocorrer em porgdes bastante conservadas da regido controladera do
miDNA; ou (2) a regido em que estas repetigdes se inserem apresenta altas taxas
de variagio de seqiieéncia, significande que ¢ CSB-E e ao menos parte do CSB-D
e C8B-F ndo sdc congervados no mtDNA de felinos. Tendo em vista que os
primers utilizados para amplificagido por PCR deste segmento apresentaram um
bom desempenho, significando uma homologia consideravel com suas
seqiiéncias-alvo, localizadas nos CSB D e F, deduz-se que ao menos estes
segmentos sdo conservados em felinos, o que deixaria aberta a posgibilidade de
que o C3B-E e seqiénciag adjacentes, mum total de cerca de 100 pares de base
(pb) poderiam ger mais variaveis. Existem registros de gnupos de animais em que
certos CSBe nfio se apresentam conservadoz, como € o caso do CSB-1 em
roedores (Brown et al., 1986) e do CSB-3 em bovideos e cetaceos (Dillon &
Wright, 1993).

O modela de Buroker et al. (1990) para a formagido de séries de repetigies

em tandem na regido controladora do mtDNA pode ser relacionado de duas
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formas com o padrio observado no presente estude. Em primeiro lugar, a posigéo
das repetigtes aqui relatadas ¢ compativel com a hipdtese dos referidos autores
de que elas seriam geradas a partir da competigio entre as fitas H e D-loop do
mtDNA, ao contrario do que acontece com as repetigdes descritas por Hoelzel et
al. (1993), gue se encontram no lade oposto da regido controladora. Assim, pode-
se sugerir que a variagdo de tamanho aqui descrita € gerada através de erros no
pareamento entre ag trég fitas do mDNA durante a replicagido desta molécula.
Isto seria ocasionado pela formagio de estruturas secundérias estaveis nas fitas
envolvidas, modificando o alinhamento das repetigdes ja existentes.

Por outro lado, 0 modelo de Buroker et al. (1990) implica a existéncia
previa de ac menos trég repetictes para que se forme uma estrutura secundana
capaz de iniciar o processo indutor de variagdo de tamanho e heteroplasmia. A
origem destas trég repetigdes ndo fica clara no referido modelo, mas presume-se
que estas surjam por variagao aleatdria na seqiéncia ou por outras formas de
pareamento erréneo durante a replicagdo. Wilkinson & Chapman (1991) sugerem
que apenas duas repetiges seriam suficientes para iniciar o processo, mas ainda
assim torna-se dificil explicar os padrGes de repetigdo observados no miDNA de
felinos com base neste modelo. Isto porque o comprimento de cada repetigio
aqui verificada parece ser de aproximadamente 110 pb, o mesmo tamanho do
segmento total observado na classe 1. Se a classe 1 significa a presenca de
apenas uma copia da repetigio, entdo o presente caso ndo se enquadraria nos
padrées de variagio previstos no modelo de Buroker et al. (1990), pois
implicaria um eventa de delegio irreversivel a partir de um tipo original com no
minimo duas cdpias. Se, por outro lado, a classe de tamanho 1 contém duas
repetigdes, viabilizando o seu enquadramento nos padres de variagio do
modelo, entdo cada repetigdo teria um comprimento de cerca de 55 pb. Isto

parece ser bastante improvavel, tendo em vista que todas as classes de tamanho
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verificadas diferem entre si por mmiltiplos de 110 pb, e ndo hi por que imaginar
que os segmentos fossem ser repetidos sempre aos pares.

O fato de que a classe de tamanho mais freqiente seja a 2 (ver figura 3.3)
estaria de acordo com a hipdtese de que um minimo de duas repetigdes poderia
dar origem a variagdes de tamanho e heteroplasmia como observado no presente
estudo. Entretanto, a freqiiéncia consideravelmente alta (15.2 %) de fragmentos
da classe 1 sugeriria que eventos 1nicos deletando uma repetigio inteira nfo séo
muito rarog no mDNA de felinos. Isto seria acentuado pela ocorréncia de
fragmentos da classe 0, nog quaig se presume que uma delegiio em maior escala
tenha reduzido grandemente o segmento em questio do miDNA, possivelmente
eliminande por completo os supostos blocos de seqiéncia conservada ali
presenies e também outros segmentos. Tendo em vista que fragmentos da classe
0 foram observados em apenas dois individuos, ambos heteroplasmicos, €
possivel supor que estes eventos maiores de delegdo ocorram de maneira
ocasional, em linhagens celulares isoladas, nio havende qualquer evidéncia de
fixagdo a longo prazo dos mmtantes. A fixagdo da classe de tamanho 1 foi
observada de maneira consistente em apenas um individuo (Fwi-04), para o qual
varias amplificagGes por PCR resultaram invariavelmente na presenca de apenas
este tamanho de fragmento. Os demais individuos portadores da classe de
tamanho 1 eram heteroplasmicos, o que pode significar que os processos que
originam este tamanho de segmento sejam realmente delegbes a partir de um
mimerc maior de segmentos repetidos.

O tipo de repetigdo presente no mDNA dos felinos estudados em alguns
aspectos se parece com o encontrado em morcegos (Wilkinson e Chapman, 1991)
e musaranhos (Stewart & Baker, 1994), ou seja, sequéncias relativamente
grandes ( > 70 pb ), bem delimitadas e repetidas de forma direta, em um arranjo

bastante simples. A freqiéncia de individuos heteroplasmicos (18.5 %) nido se
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afasta muito do encontrade no primeiro grupo, o que também suporta um tipo de
repetigdo similar.

Por outro lado, a presenga de variagdes de tamanho no mtDNA dos felinos
estudados que nio sido explicadas de maneira completa pelo modelo de Buroker
et al. (1990) pode significar que o tipo de seqiéncia repetida é mais complexo do
que o¢ encontradog nos grupos de amimais mencionados acima, talvez
assemelhando-se maiz aog intnincados padrGes observados por Hoelzel et
al. (1993) em elefantes-marinhos. FEstes autores comentam que Lopez
(comunicagdo pessoal em Hoelzel et al., 1993) enconfrou no miDNA de gatos
domeésticos um arranjo de seqiéncias repetitivas sumlares aos observados em
elefantes-marinhos e em focas cormings (Hoelzel et al_, 1993).

(Caso esta similaridade entre focas e felinos seja realmente constatada em
termos de arranjos complexos de seqiéncias repetitivas, indicando uma origem
commm, sera possivel propor que o surgimento destas repetigdes ocorreu ainda
no inicio da evolugic da ordem Camivora (ver Infrodugic). Isto levaria a uma
previsio de que este tipo de amanmjo deva estar presente (a menos que tenha
sido perdido de forma secunddria) em todas as outras familias de camivoros.

O prezente estudo suporta uma origem bastante antiga para os mecanismos
geradores desias repetigdes ao menos no dmbite da familia Felidae. Isto porque
foram encontradas evidéncias de um mesmo tipo de variagdo de tamanho em
espécies pertencentes as trés linhagens principais de felinos, propostas per
Collier & O'Brien (1985), Wayne et al. (1989), entre outros. Isto parece indicar
que o surgimento destes mecanismos de variagio no tamanho da regido
controladora do mtDNA de felinos ocorreu antes da separagdo destas trés

linhagens, provavelmente ha mais de 10 milhSes de anos.
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5. Conclusdes e Resumo

Conhecimentos acerca da biologia, ecologia e genética das espécies de
felinog neotropicais sio ainda muito escassos, o que dificulta uma maior
compreensdo sobre a sua histéria evolutiva e orgamzagio sistematica. Além
disso, a falta de informagdes nessas dreas torma dificil a tarefa de propor
estratégias adequadas para a conservagio destas espécies.

O presente trabaltho teve por objetivos: (1} construir um banco de amostras
de material bioldgice de felinog neotropicais para uso em estudos evolutivos e
populacionais; (2) desenvolver protocolos eficientes para extragio de DNA e
amplificagio por PCR de duas regides do DNA mitocondrial (mtDNA) a partir
das amostras obtidas; (3) descrever e caractenizar um polimorfismo de tamanho
identificado na regido controladora do mtDNA destas espécies.

Foi possivel a obtengio de amostras de matenial biolégico de 47
individuog pertencentes a oito espécies de felinos neotropicais, além de dois
individuos de especies aparentadas, o que representa uma consideravel fonte de
informagdo para estudos evolutivos e populacionais deste grupo, especialmente
com relagio ao sul do Brasil.

A extragio de DNA a partir das amostras obtidas trouxe bons resultados,
assim como a amplificagdo por PCR dos fragmentos do gene do citocromo & e da
regifio controladora do mtDNA. Estes resultados abrem novos camunhos para o
uso destas técnicas em estudos filogenéticos, biogeograficos e populacionais das
especies em questio.

A identificagdo de um polimorfismo de tamanho na porgdo imicial da
regifio controladora do mtDNA de felinos permitiu que se estudasse aspectos da

dinfimica evolutiva do genoma mitocondnial neste grupo. Concluu-se que o
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polimorfisme de tamanho observado é provavelmente devido a uma serie de
repetigdes em tandem de nma seqiéncia de cerca de 110 pb, aliada a eventos
independentes de delegio.

A localizagiio deste sitio de tamanho varidvel é curiosa, pois trata-se de
uma regifo tida como sendo bastante conservada, em termos de seqiéncia. Isto
estaria em opogicio a tendéncias observadas em outros grupos de que
polimorfismos de tamanhe ocorrem em regides de seqiéncia mais variavel.

A estrutura das seqiiéncias repetitivas observadas no miDNA de felinos
ainda ndo esta completamente esclarecida. Os dados obtidos no presente estudo
indicam que se trata de uma série limitada de repetigdes completas, envolvendo
uma seqiiéneia relativamente grande, o que estaria de acordo com modelos
propostos para outros grupos de animais. Por outro lado, a ocomréncia de
variagdes nfio previstas nos referidos modelos, a principio interpretadas como
sendo derivadag de delegbes independentes, pode significar que ¢ polimorfismo
de tamanho aqui descrito se deva a um padrdo bem mais complexo de pequenas
repetigiies altamente variaveis, algo ja descrito para grupos proximos de animais.

Espera-se que o sequenciamento desta regiio do miDNA das espécies
estudadas traga um maior esclarecimento a esse respeito. Além disso, o uso
desta técnica viabilizara o desenvolvimento de outras linhas de pesquisa
envolvendo evolugio, dinAmica de populagées e conservagio destas espécies.

Da mesma forma, espera-se que a obtengic de um mimerc maior de
amostras, abrangendo outras dreas da Regido Neotropical, viabilize uma maior
compreensio da dinimica das variagdes no mtDNA destas espécies, bem como

de outros aspectos relacionados a evolugio e biogeografia deste grupo.



6. Conclusions and Summary

Knowledge as to the biology, ecology and genetice of neotropical felid
species ig still very scarce, o that a wider understanding of their evolutionary
history and systematic organization cannot be fully achieved. Besides that, lack
of information on these areas makes it difficult to propose adequate conservation
strategies for these species.

The present study aimed at: (1) building a bank of samples of biological
material from neotropical cats, for use in evolutionary and populational studies;
(2) developing efficient protocols for DNA extraction and PCR amplification of
two regions of the mitochondrial DNA (mtDNA) from the obtained samples; (3)
describing and characterizing a size polymorphism identified in the control region
of the miDNA. of these species.

Samples of biological material were obtained from 47 individuals
belonging to eight species of neotropical cats, and also from two individuals
belonging to related species. This represents a meaningful source of information
for evolutionary and populational studies of this group, especially conceming
southem Brazil.

DNA extraction from the obtained samples wag quite successful, as well
as PCR amplification of the cytochrome b gene and the initial portion of the
mitDNA control region. These results open new paths for the use of these
techniques in phylogenetic, biogeographical and populational studies of the
mentioned species.

The identification of a size polymorphism in the initial portion of the
mtDNA control region of felids allowed the sudy of zsome aspects of the
evolutionary dynamics of the mitochondrial genome in this group. It was found
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that the length polymorphism detected probably results from a series of tandem
repetitions of a sequence of aproximately 110 bp, coupled with independent
deletion events.

The location of this variable-length site is quite curious, because it is
suposed to be a fairly conserved region, in terms of sequence variation. This
finding would be in disagreement with trends observed in other groups, which
show that size polymorphisms tend to ocurr in more divergent regions.

The structure of the repetitive sequences observed in the mtDNA of cats
ig not completely clarified. The data gathered in the present study indicate that
they consist of a limited series of complete, rather long, repeated sequences,
which would be in accordance to models proposed for other groups of animals.
On the other hand, the occurrence of some variation that was not predicted in
those models, so far interpreted as being derived from independent deletions,
could mean that the size polymorphism described here is due to a more complex
pattem of small and highly variable repeats, which was already described for
closely related groups of animals.

It is expected that the sequencing of thiz region of the mtDNA of the
analyzed speciegs will bring more light to this matter. Also, the use of this
technique will make it possible to develop other lines of research conceming
evolution, population dynamics and conservation of these species.

Likewise, it ig expected that the obtention of a greater number of samples,
encompassing other areas within the Neotropical Region, will lead to a better
understanding of the dynamics of variation in the mtDNA of these species, as
well as of other topics related to the evolution and biogeography of this group.
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8. Anexos

Anexo I : Modelo de Ficha para Coleta de Informagoes sobre os Animais

em Estudo. (Modificado a partir de Crawshaw, Jr., 1991).

Ficha de Informacfies sobre Animal Coletado

ANTHAL dy

REGTSTRO 4

IDADE:

VIV

DETae

EGUIPE:

COMP, TOT:  COMP. CORPO:

ALT. DMBRO: CIRC.

PEBCOLE S

COMP . CARECAH: CEIRC.

. CAMIND SUR: CARNING

e

Can MG L L. DARTIMGO

PATE DLANT: . ALM. DIANT:

CABEGA:
iMF:

TRFz

®

L. PATA DIAMT: L. ALM. DIANT: L. DEDO DIANT: _
C. PATA POST:__ . ALM. PO08T: C. DEDD POET:_ -
L. PATA Por__ L« ALM. Puoi L. DEDE F.: Pe POST.0
CONDICAD FIBICA: -

COMENTARIOS

ECTOPARASITAD: ... BDOLI SENBUEY i ”

ANTI-DOAEULANTE =

COMENTARTOS 2

HATRARE SrilSTRA
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Anexo IT : Cmn;iosit;ﬁo das Solugdes Empregadas no Presente Estudo.

ACD (Anti-coagulante):

- Acido Citrico (0.8 g).

- Citrato de Sadio (2.2 g).
- Dextrose (2.45 g)

- HpO (g.g.p. 100 ml)

TKM 1 (Extracaoc DNA):

- 10 mM Trig-HCl pH 7.6
- 10 mM K1

- 10 mM MgCly

-2mM EDTA

TKM 2 (Extracio DNA)

- 10 mM Tris-HCl pH 7.6
- 10 mM KCI

- 10 mM MgCly

-2 mM EDTA

- 400 mM NaC'l



TE [ 100 X, pH 7.6 | (Extragio DNA):

- 10 mM Tris
-1 mMEDTA

STE (Extracio DNA):

10 mM Tris pHR.O
1 mM EDTA
10 mM NaCl

Soluciio Diatomaceas (Extracio DNA):

- 25 g de pd de diatomaceas suspensas em 100 ml de H>O (concentragio
final de 250 mg/ml).
[Preparada segundo C. T. J. Chan (Dept. of Molecular Genetics, Institute
of Child Health, London, UK) - comunicagdo pessoal via Correio
Eletrémico]
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Tampio PCR (10X):

- 100 mM Tris pH 8.7
- 15 mM MgCly

- 0.1 % Nonidet P - 40
- 0.1 % Triton X - 100
- 0.1 % Tween 20

TBE [ 5X, pH 8.3 ] (Tampio Eletroforese):

=90 mM Trig
- 90 mM Acido Bérico
-12mM EDTA (pHR.0)

TAE [ 50 X, pH 7.8 | (Tampio Eletroforese):

- 40 mM Tnis
. 0.114 % Acido Acético Glacial

- 1 mM EDTA (pH 8.0)
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