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RESUMO

Inicialmente, apenas uma espécie de girafa (Giraffa camelopardalis) e até onze
subespécies eram taxonomicamente reconhecidas. No entanto, um estudo
genético recente evidenciou a existéncia de 4 espécies distintas — G.
camelopardalis, G. reticulata, G. giraffa e G. tippelskirchi — e 5 subespécies.
Incluidas na Lista Vermelha Internacional de espécies ameacadas como
vulneraveis devido ao seu crescente declinio populacional, estdo entre os
primeiros animais a serem mantidos em zooldgicos. Uma vez que o principal
objetivo do manejo das populacdes de animais em cativeiro € a manutencéo da
diversidade genética, existe a necessidade de os zoologicos adequarem seus
planejamentos reprodutivos e programas de conservacgao a esta classificacéo, a
fim de evitar hibridizacdo e serem autossustentaveis, contribuindo futuramente
para a conservacao in situ. Desta maneira, o presente estudo teve como objetivo
central a identificacdo das espécies de girafa residentes nos zooldgicos brasileiros
através de uma abordagem molecular e morfologica. Para isso, foram obtidos
fragmentos dos marcadores mitocondriais Citocromo b (Ctyb), Regido controle e
Citocromo Oxidase subunidade | (COI). Sequéncias adicionais destes
marcadores, disponiveis na plataforma NCBI/GenBank, foram adicionadas ao
banco de dados. Para Ctyb e regido controle, os dados foram concatenados e
testados perante arvores bayesianas, redes haplotipicas e andlises tradicionais de
genética populacional. Para COIl, uma abordagem moderna de delimitacdo
molecular de espécies foi implementada. A analise morfoldgica foi feita a partir de
fotos dos padrbes de pelagem de cada individuo, comparando com os padrées
encontrados na natureza. Os resultados para os dados concatenados e
morfologia indicam a ocorréncia de duas espécies nos zooldgicos brasileiros,
assim como os resultados de COI corroboram os achados dos outros marcadores.
Além disso séo observadas nas arvores bayesianas incongruéncias nos clados de
Giraffa giraffa e Giraffa camelopardalis que podem estar relacionadas a
diversidade escondida nessas duas espécies. Esses dados fornecem subsidios
genéticos para a elaboracéo de planos de manejo para a populagéo de girafa nos

zooldgicos brasileiros.

Palavras-chave: Giraffa spp. Zoolégico. DNA mitocondrial. padréo de pelagem.



ABSTRACT

Initially, only one species of giraffe (Giraffa camelopardalis) and up to eleven
subspecies were taxonomically recognized. However, a recent genetic study
revealed the existence of 4 distinct species - G. camelopardalis, G. reticulata, G.
giraffa and G. tippelskirchi - and 5 subspecies. Included in the International Union
for Conservation of Nature, are among the first animals to be kept in zoos. Since
the main objective of managing captive animal populations is to maintain genetic
diversity, there is a need for zoos to adapt their reproductive planning and
conservation programs to this classification, in order to avoid hybridization and be
self-sustainable, contributing in the future to in situ conservation. Thus, the present
study had as its main goal the identification of giraffe species residing in Brazilian
zoos through a molecular and morphological approach. For this, mitochondrial
fragments of the following markers were obtained: Cytochrome b (Ctyb), Control
region and Cytochrome Oxidase subunit | (COIl). Additional sequences of these
markers, available on the NCBI / GenBank platform, were added to the database.
For Ctyb and the control region, the data were concatenated and were tested using
Bayesian trees, haplotypes networks and traditional population genetics analysis.
For COIl, a modern approach to molecular species delimitation has been
implemented. The morphological analysis was made from photos of the coat
patterns of eachindividual, comparing with the patterns found in nature. The results
for concatenated data and morphology indicate the occurrence of two species in
Brazilian zoos, as well as the COI results corroborate the findings of the other
markers. Furthermore, inconsistencies in the clades of Giraffa giraffa and Giraffa
camelopardalis are observed in the Bayesian trees, which may be related to the
hidden diversity in these two species. These data provide genetic support for the

development of management plans for the giraffe population in Brazilianzoos.

Key-words: Giraffa spp. Zoo. mitochondrial DNA. coat pattern.
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Elucidando a identidade das girafas no Brasil: uma abordagem molecular
multiloci como ferramenta norteadora para a conservacao ex-situ das

espeécies

1 INTRODUCAO

As diferencas entre espécies podem surgir das relagfes historicas ou mais
recentes envolvendo um conjunto de processos comportamentais, climaticos,
ecologicos ou genéticos (GROSBERG & CUNNINGHAM, 2001). Esses processos
podem potencializar a deriva genética, isolamento reprodutivo e a especiacao
(ARNEGARD et al., 2014). Uma abordagem integrativa aplicada a conservacéao, pode
compreender varios componentes da informacéo biologica das espécies que, aliados
a biogeografia e a genética, sdo essenciais para compreensdo dos fatores que
contribuem para a diversificacdo das populacdes, processos de especiacao e padroes
ecolégicos (PADIAL et al., 2010). Apesar de ser relativamente recente, um namero
consideravel de estudos cientificos ja tem utilizado esta nova abordagem tanto entre
invertebrados (KONOPLEVA et al., 2017; PYRCZ et al., 2018; ARCHIDONA-YUSTE
et al., 2019) quanto vertebrados (HRBEK et al., 2014;PUGEDO et al., 2016; ISARI et
al., 2017; SOLARI et al., 2019; BOUBLI et al., 2019), incluindo girafa, (BROWN et al.,
2007). A taxonomia integrativa tem caminhado para ser uma das mais poderosas
abordagens para a descri¢cdo da biodiversidade e elucidar controvérsias taxonémicas
(FRANKHAM et al. 2004), gerando informagdes mais consistentes do que aquelas
sugeridas por cada um dos conjuntos de dados analisados individualmente. Dessa
forma a integracdo de conjuntos de dados reforca 0 manejo de espécies e auxilia na
delimitacdo e priorizacdo de &areas para a conservacao, tendo em vista a melhor
deteccdo de uma maior ou menor riqueza de espécies (SHETH & THANKER, 2017;
BARBOSA et al., 2018; ZEINALABEDINI et al., 2019).

A primeira descricdo taxondmica da girafa foi realizada por Linnaeus em 1758,
baseada na descricdo anterior de uma girafa que estava em cativeiro, no Cairo
(SEYMOUR, 2012). A medida que outros espécimes se tornaram disponiveis para
descricéo cientifica, novas classificagfes taxondémicas foram propostas (LYDEKKER,
1904; KRUMBIEGEL, 1939; SEYMOUR, 2012). As primeiras descricbes de girafas
como espécie foram baseadas principalmente em caracteres morfol6gicos, incluindo
padrées de pelagem, tamanho do cranio, e medidas de ossicones (LYDEKKER, 1904;

DAGG, 1971; GRUBB, 2005). Até algum tempo, a classificacdo de uma espécie,
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dividida em nove subespécies era mais aceita (DAGG & FOSTER, 1976). Inclusive,
ja havia sido demonstrado que em cativeiro, algumas subespécies de girafas podiam
hibridizar (LACKEY, 2011; LONNIG, 2011), o que pareceu corroborar o conceito
tradicional de uma Unica espécie de girafa.

Porém, com o advento das técnicas moleculares alguns estudos foram
desenvolvidos afim de testar a hipotese de uma Unica espécie de girafas com 9
subespecies. Nesse sentido, Hassanin et al. (2007) sequenciaram o DNA mitocondrial
de 23 individuos de seis das nove subespécies anteriormente descritas, incluindo
espécimes de zooldgicos europeus. No entanto, 0s autores mantiveram o
reconhecimento das subespécies descritas anteriormente, sugerindo redefinir a
separacao geografica entre o Giraffa camelopardalis peralta e G. c. antiquorum. Ainda
em 2007 foi sugerido que ha pelo menos seis linhagens genealdgicas distintas de
Giraffa camelopardalis na Africa a partir de sequéncias de DNA mitocondrial e loci
microssatélites, utilizando também evidéncias do padrdo de pelagem sugerido por
Dagg & Foster (1982) (Brown et al. 2007). A combinacéo entre diferenciagdo genética
e fenotipica, com a auséncia de hibridag&o, levou os autores a concluir que girafa
pode representar mais de uma espécie. Os autores sugeriram o reconhecimento das
seis subespécies amostradas como “Unidades Evolutivamente Significativas” ou
espécies. Foi também sugerido que unidades taxond6micas adicionais podem ser
reconhecidas se as demais subespécies descritas também forem amostradas.

Varios anos depois, o sequenciamento do DNA mitocondrial de 161 individuos
de oito das nove subespécies descritas, revelou uma forte estruturacao genética entre
as subespécies. Apesar de nédo ter sido apontada uma nova resolucédo taxonémica,
foi proposto o refinamento dos limites geograficos entre os G. c. angolensis e a G. c.
giraffa (Bock et al. 2014). Subsequentemente, andlises de sequéncias de introns
nucleares e genes mitocondriais de girafas selvagens, identificaram a existéncia de
quatro grupos monofiléticos. Tais grupos foram indicados como quatro espécies
diferentes, com cinco subespécies (Fennessy et al. 2016). J& Winter et al. (2018)
complementam o estudo logo anterior testando o fluxo génico e eventual introgressao
entre as espécies. Os autores identificaram menos de um migrante por geracao,
inclusive entre a girafa do norte e a girafa reticulada, que sdo geograficamente mais
proximas. Esta andlise, em conjunto com dados genético-populacionais, confirmam a
existéncia de quatro clados que correspondem as quatro espécies de girafas

atualmente reconhecidas.
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Além destes aspectos relativos a elucidacdo das controvérsias taxonémicas
nas girafas, as analises genéticas iniciadas nos anos 2000 contribuiram também com
elementos sobre potencial evolutivo (variagdo genética) e a conservacao in-situ das
girafas (HASSANIN, et al., 2007; BROWN et al., 2007; BRENEMANN et al. 2009;
FENNESSY et al. 2013; BOCK et al., 2014; FENNESSY et al., 2016; WINTER
et al., 2018). Como exemplo, foi detectada a heterozogozidade média entre 36-52%
em exemplares da girafa Maasai (G. c. tippelskirchi) do Kenya e Tanzania. Estes
dados atestaram a potencial vulnerabilidade da espécie em termos adaptativos
naquela regido devido a baixa heterozigozidade (HUEBINGER et al. 2002;
CROWHURST et al. 2013).

Ainda nos termos da conservacao das espécies recém evidenciadas, em 24 de
setembro de 2019 a Convention on Migratory Species, em conjunto com diversos
paises Africanos, publicou uma serie de propostas para a acado de conservacao das
girafas na natureza. Utilizando como base a taxonomia sugerida por Fennessy et al.
(2016), uma das propostas € a revisdo taxonémica das girafas em toda a Africa para
orientar e contribuir com as estratégias de conservacao, ja que as diferentes espécies
possuem grandes diferencas no tamanho populacional e nos graus de ameacas a sua
sobrevivéncia.

O declinio populacional de varias espécies, em especial as girafas (TRINKEL
et al., 2016; CHASE et al.,, 2016; MULLER et al.,, 2019) reforca ainda mais a
importancia dos zoolo6gicos como centros de conservacdo no cenério atual de
vulnerabilidade na natureza. Nesse sentido, os zooldgicos vém mudando o seu foco
com o passar dos anos, onde a prioridade em exibir os animais vem sendo
gradativamente substituida pela reproducéo em cativeiro, objetivando a manutencao
das populacdes ameacadas e consequentemente, uma futura reintegracdo ao habitat
natural (BOWKETT, 2009).

O papel dos zooldgicos nas ultimas décadas como centros de conservacao tem
sido fundamental para o desenvolvimento bem sucedido de programas de
conservagdo para varias espécies ameacadas como: pantera da Florida (Puma
concolor coryi), lobo cinzento mexicano (Canis lupus baileyi) e o bisonte europeu
(Bison bonasus) (KITCHENER 1997; OLECH & PERZANOWSKI, 2002; MORENO et
al., 2006; HEDRICK & FREDRECKSON, 2008). Populacdes em cativeiro de espécies

ameacadas podem ser utilizadas como um reservatorio genético, fonte de individuos
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para reintroducbes e para 0 resgate genético de populacdes ja existentes
(WOODWORTH et al., 2002; FRANKHAM, 2015). Alguns estudos ja estdo sendo
realizados a fim de cumprir tais objetivos com espécies de antilopes (ODGEN et al.,
2018), ledes asiaticos (Panthera leo leo; ATKINSON et al., 2017), Orix de cimitarra
(Oryx dammah; ODGEN et al., 2019), bong da montanha (Tragelaphus eurycerus
isaaci; KITCHENER et al.,, 2017), cdo da pradaria (Cynomys ludovicianus;
CASTELLANOS-MORALES et al.,, 2016), tartaruga Mary Rive (Elusor macrurus;
SCHMIDT et al., 2017) e 6rix da arabia (Oryx leucoryx; OCHOA et al., 2016).

No Brasil, Giraffa camelopardalis spp. compreende um acervo importante da
megafauna em ambientes cativos, segundo a Associacdo de Zooldgicos e Aquarios
do Brasil (AZAB). Atualmente a populacao de girafas € composta por 14 animais vivos
e parte disso é reprodutivamente ativa em Parques Zooldgicos e instituicbes afins.
Contudo, informacdes acerca da identidade genética e filogenética destes espécimes
€ inexistente. Devido as recentes descobertas sobre da ampla diversidade taxonémica
das girafas em ambiente natural, aliada aos dados sobre a baixa diversidade genética
e seu status de vulnerabilidades segundo a IUCN, reconhecer a quais linhagens
evolutivas as girafas do Brasil pertencem é crucial para o sucesso de uma abordagem
conservacionista ex-situ (Parques Zoologicos e Instituicées afins no Brasil). Elucidar
incertezas taxondmicas, bem como inspecionar eventual diversidade escondida,
assim como a magnitude da variacao genética destes animais, é cruial paraqualificar
0s possiveis planos de manejo reprodutivo ex-situ e se possivel in-situ. Além disso, os
dados aqui produzidos permitirdo incrementar as informagfes para o Studbook das

girafas do mundo, cuja Ultima atualizacao é datada de 2011 (LACKEY, 2011).
1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

A presente pesquisa objetivou identificar a quais espécies recentemente identificadas

pertencem as girafas residentes nos Zooldgicos e Instituicdes afins no Brasil.

1.1.2 Objetivos especificos

(i) usar de métodos de sistematica molecular e alguns aspectos fenotipicos para
esclarecer sobre a identidade taxonémica das girafas cativas do Brasil,

(i) avaliar as congruéncias e incongruéncias filogenéticas observadas perante a
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analise conjunta dos dados moleculares e morfoldgicos aqui obtidos, com aqueles da
literatura,;

(iii) comparar a variacdo genética das girafas no Brasil em relacdo aquelas do
ambiente natural;

(iv) recomendar o manejo reprodutivo de exemplares nos ambientes cativos do
Brasil e estes com aqueles da natureza, visando a conservagao ex-situ e

eventualmente in-situ.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AS GIRAFAS, TAXONOMIA ECONSERVACAO

As girafas estio espalhadas pela Africa ao sul do Saara, em florestas abertas
e pastagens arborizadas. Embora tenham estado presentes em toda a Africa ha cerca
de anos, as girafas foram extintas na regido norte e no Saara, na medida em que o
clima mudou e a maior parte da regido se tornou o deserto que hoje resta (OCONNOR
et al 2019). No entanto, elas continuam ocupando a Africa Subsaariana e ainda s&o
comuns na Africa Oriental e do Sul, embora sua distribuicdo na Africa Ocidental tenha
sido fragmentada pela caca furtiva (PELLEW, 1984; OCONNOR et al 2019) (Figural).

%l

Geographic Range
@ G. tippelskirchi

G. camelopardalis
@ G. reticulata
0 G. giraffa
Possible Range
7/ G. camelopardalis
@ G. reticulata

Figura 1. Mapa da distribuicédo atual das girafas (Modificado O'CONNOR et al 2019)
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Outras informagdes importantes versam sobre os aspectos morfologicos desses
animais. No que se refere ao padrao de pelagem, este consiste em manchas de
tamanho e cor variaveis, indo de laranja muito claro a um marrom bem escuro,
dispostas em um fundo de cor clara, que pode formar um padrdo de rede no corpo
(Figura 2). O padrédo das manchas é unico para cada individuo e pode escurecer com
a idade (DAGG & FOSTER, 1976). Outro aspecto € aquele relativo aos apéndices
cefalicos. As girafas possuem de duas a cinco dessas estruturas, feitas de 0ssos
cobertos de pele, conhecidos como ossicones (Figura 3). Geralmente tais estruturas
sao finas e com pelos no topo em fémeas. Nos machos esses occicones sao grossos
e desprovidos de pelos no topo. Esta estrutura € utilizada durante brigas com outros
machos (SIMMONS & SCHEEPERS, 1996).

Masai giraffe Masai giraffe Northern giraffe

Figura 3. Ossicones (Modificado Giraffe Conservation Foundation, 2019)

20



Além dos aspectos morfolégicos mencionados acima, as girafas sdo animais
gue tém preferencia por viver em grupos. Estes animais ndo sao territoriais, mas ha
uma hierarquia absoluta entre os machos adultos dentro de suas areas de vida
(PENDU et al., 2000).

No que diz respeito a taxonomia das girafas, a primeira descri¢ao foi feita por
Linnaeus em 1758 no seu livro Systema Naturae (LINNAEUS, 1758). Esta foi baseado
em descricbes de mais de 200 anos da subespécie Giraffa camelopardalis
camelopardalis (LYDEKKER, 1904; HARPER, 1940). Em seguida outras subespécies
foram descritas baseadas apenas na morfologia, como padréo de pelagem, ossicones
e na distribuicdo geogréfica (LYDEKKER, 1904; DAGG & FOSTER, 1976). A
classificacdo que era mais aceita pelos cientistas era de uma espécie e nove
subespécies (DAGG & FOSTER, 1976). No entanto, analises genéticas e revisdes
morfolégicas mais recentes apontaram que h& possibilidade de existir mais de uma
espécie de girafa (BROWN et al., 2007; GROVES & GRUBB, 2011; FENNESSY et al.,
2016; WINTER et al., 2018).

Brown et al. (2007) sugeriram, com base em dados de DNA mitocondrial e loci
microssatélites, que ha pelo menos seis linhagens distintas de girafas na Africa. Além
disso, encontraram uma quase auséncia de hibridos mesmo entre subespécies
parapatricas. Uma combinacao de diferenciacao fenotipica e genética com a auséncia
de hibridacéo, levou os autores a concluir que girafa pode representar mais de uma
espécie. Os autores sugeriram o reconhecimento das seis subespécies amostradas
como "unidades evolutivamente significativas" e também sugeriram que unidades
taxonbmicas adicionais poderiam ser reconhecidas se as demais subespécies fossem

amostradas.

Ja em 2016 Fennessy e colaboradores sugeriram uma nova taxonomia para as
girafas, utilizando analises de genes mitocondriais e nucleares, que revelaram a
existéncia de quatro espécies de girafas filogeneticamente distintas. Neste estudo, o0s
dados de DNA nuclear foram analisados a partir das nove subespécies de girafas
‘anteriormente’ reconhecidas. Esses autores afirmaram que as novas descobertas
sobre a taxonomia da girafa terdo implicacbes de conservacédo, pois o tamanho

populacional das girafas continua em declinio devido as ameac¢as humano-mediadas.
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Winter et al. (2018) complementam o estudo de Fennessy et al. (2016), e
realizaram um teste de introgressao genética entre os quatro clados, pela analise da
magnitude do fluxo génico entre eles. Estes autores observaram menos de um
migrante por geracdo entre os clados, inclusive entre a girafa do norte e a girafa
reticulada, que sao geograficamente mais proximas, demonstrando que estas
espécies nao cruzam. Esta andlise, em conjunto com dados genético-populacionais,
confirmam a existéncia de quatro clados que correspondem, por sua vez as quatro
espécies de girafas.

Dados de 1980 estimavam que existiam cerca de 150 mil girafas na Africa.
Entretanto, dados atuais indicam um decréscimo de 40% nestas popula¢cdes passando
por um processo denominado de “extingao silenciosa” (MULLER et al., 2016). Esse
declinio populacional vem sido atribuido principalmente a perda e fragmentacdo de
habitats e a caca de girafas, para consumo da carne, utilizacdo de ossos e troféus
(MULLER et al. 2018).

Em 2016, a Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da IUCN atualizou sua
avaliacdo de Giraffa camelopardalis para “Vulneravel” e listou duas subespécies
(Giraffa camelopardalis reticulata e Giraffa c. tippelskirchi) como "Em perigo” , duas
subespécies (Giraffa c. camelopardalis e Giraffa c. antiguorum) como “Criticamente
ameagada”, duas subespécies (Giraffa c. peralta e Giraffa c. thornicrofti) como
“Vulneravel, uma subespécie (Giraffa c. rothschildi) como “Quase ameagada” e uma

subespécie (Giraffa c. angolensis) € listada como "Menos preocupante”.

2.2 0 ZOOLOGICO E A CONSERVAGCAO EX-SITU

A Biologia da Conservacdo € descrita como uma "disciplina de crise"
(FRANKHAM et al., 2014), uma vez que populacdes locais tém sido extintas, enquanto
outras tém diminuido a sua distribuicdo e densidade, potencializando o risco de
extingdo na natureza (FRANKHAM et al., 2002). Neste cenéario, a genética da
conservagao pode se tornar uma ferramenta util na elaboragdo de programas
adequados de conservagao e manejo (JOHNSON et al., 2015; PEREZ-SWEENEY et
al., 2006), uma vez que auxilia na (a) resolucdo de incertezas taxonémicas, (b)
identificacdo de padrdes de conectividade e fluxo génico entre as populacdes, (c)
estimativa do potencial evolutivo (variacdo genética) de espécies ameacadas e nao
ameacadas e (d) identificacdo de possiveis unidades de manejo para fins de resgate
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do potencial evolutivo destas espécies (FRANKHAM et al., 2003). Por outro lado, nas
populacdes mantidas em cativeiro a aplicagcdo dos procedimente genéticos tem
auxiliado para a manutencdo de populacBes viaveis para fins de reintroducdo na

natureza e identificacdo de espécies para evitar nascimento dehibridos.

Somado com o grande volume de dados obtidos através das abordagens
moleculares, a genética de conservacdo nos permite examinar e/ou incrementar a
manutencdo e a criacdo de espécies em ambientes cativos. Essa abordagem pode
orientar as melhores estratégias de reproducéo assistida para fins de resgate genético
in-situ e ex-situ. Apesar da conservacao da diversidade genética ter sido muitas vezes
negligenciada na implementacédo da politica de conservacao internacional (TRAILL et
al., 2010) para a definicdo de metas de viabilidade populacional, alguns jardins
zoologicos implementaram o0 gerenciamento genético e demografico em seus
programas cooperativos por décadas (FLESNESS, 1977; FOOSE et al., 1986; LACY
et al., 1995; FRANKHAM et al., 2010).

Com o passar dos anos e com a crescente preocupacao com a conservagao da
biodiversidade, alguns zooldgicos iniciaram uma mudanca de foco (BOWKETT, 2009).
A prioridade em exibir os animais vem sendo gradativamente substituida pela
reproducdo em cativeiro, objetivando a manutencdo das populacbes ameacadas e
consequentemente, uma futura reintegracao ao habitat natural (BOWKETT, 2009). A
reproducdo e a manutencdo de espécies em cativeiro tém como principal funcéo
garantir a sobrevivéncia de animais que ndo possuem mais capacidade de sobreviver
na natureza. Uma vez que as espécies mantidas em cativeiro podem se tornar
reservatorios genéticos para as populacdes nativas em risco, além de poderem fundar
populacdes em areas onde estariam extintas (CONDWAY, 1980), Bowkett (2009) e
Dickie et al. (2007) reiteram que ha uma necessidade de que os zoologicos se moldem

em conjunto para equilibrar os esforcos em conservagao ex-situ comin-situ.

Em programas de conservacao de espécies ameacadas de extin¢cao, o cuidado
das populagBes geneticamente vidveis em cativeiro € uma etapa essencial. (BALLOU
et al., 2010) A reproducdo ex-situ é considerada uma medida temporaria, visto que
zoologicos ndo possuem espaco suficiente para a manutencdo de populagdes em

tamanhos adequados (FRANKHAM et al., 2002). A conservagao ex-situ tem o seu
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papel importante na manutencdo das populacées em periodos criticos, ou seja,
enquanto ainda ha riscos a viabilidade de exemplares e espécies, tornando-se uma
fonte para projetos de reintroducdo no habitat natural (SADAVA et al., 2009). Em um
programa de conservacao que conta com a cooperacdo de muitos zoolégicos, as
chances de sucesso para a conservacdo aumentam. Para que isso se eftive, é
necessaria a preocupacao em evitar a reproducdo entre animais aparentados,
trocando os animais envolvidos no programa entre os parques zooldgicos, além da
disponibilizacdo de informacfes sobre o manejo e identidade taxon6mica desses
animais (FRANCISCO & SILVEIRA, 2013).

2.3 ANALISES GENETICA NAO INVASIVAS

Ha décadas, animais eram frequentemente mortos para a realizacdo dos
estudos cientificos (LEVAI, 2001). Tais atitudes fizeram com que fosse necessario o
desenvolvimento de novas técnicas de amostragem que nao fossem agressivas
(TABERLET & LUIKART, 1999). Isso objetivou evitar a grande mortalidade dos
espécimes durante os estudos, além de minimizar a dificuldade de observacéo e/ou
captura de individuos (FORAN et al.,1997; TABERLET & LUIKART, 1999). Como
alternativa, métodos de amostragem nao invasivas foram surgindo, como a coleta de
fezes, pélos, ossos e muco, ndo havendo a necessidade de captura do animal para
obtencdo do material (MORIN et al., 2001; CREEL et al., 2003; LI et al., 2017). Além
disso, tais métodos se tornaram mais atrativos por demandarem menos tempo,
habilidade e dinheiro que as coletas tradicionais com tecido e sangue (TABERLET &
LUIKART 1999; CREEL et al., 2003; GARCIA et al., 2010).

Amostras nao invasivas e, principalmente, fezes, podem fornecer informacoes
de presenca, abundancia, diversidade genética, filogeografia e dispersdo
(SCHWARTZ & MONFORT, 2008; BEJA-PEREIRA etal., 2009). O material fecal como
fonte de DNA tem muitas vantagens tal como a sua disponibilidade, uma vez que as
fezes sdo constantemente geradas por todos os individuos (FERNANDO et al., 2003).
Alem disso, existe a vantagem da ndo invasividade, ou seja, ndo ha necessidade de
manejar ou mesmo localizar os animais, e sua detec¢ao é relativamente facil (MCKAY
et al., 2008).

Embora o DNA extraido de fezes geralmente possua baixa qualidade e pouca
guantidade (GOOSSENS et al., 1998), ele pode ser utilizado como uma ferramenta

importante para responder questdes sobre a diversidade genética, parentesco e
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relacdes populacionais (SUNNUCKS, 2000; MOWAT & PAETKAU, 2002). Nas ultimas
décadas, varios estudos populacionais, de distribuicdo e de identificacdo de espécies
foram desenvolvidos utilizando técnicas moleculares a partir de amostras de fezes e
pélos, como é o caso do nosso estudo.

Miotto et al (2011) buscaram investigar a estrutura genética e niveis de
variabilidade genética em Puma concolor no sudeste do Brasil, utilizando loci
microssatélites. Para isso foram utilizadas amostras de fezes em estradas e trilhas
dentro e ao redor de duas areas protegidas e tecido de individuos mortos nas estradas
do local de estudo. As analises de diversidade genética demonstraram altos niveis de
heterozigosidade, além de indicar 10 alelos por locus, enquanto que na analise de
estruturagdo genética nao foi observado nenhum sinal de estruturagcdo populacional.
A partir destes resultados os autores recomendam que haja um manejo na area de
estudo para aumentar a conectividade dos habitats, criando corredores que permitam
0 cruzamento de pumas em rodovias para manter a populacdo e aumentar o fluxo
génico entre as populacbes adjacentes, em face da auséncia de estruturacao
genética.

Faria et al (2011) objetivaram identificar a presenca de Tragelaphus eurycerus
isaaci (antilope bongo) em quatro florestas do Quénia e realizar uma analise preliminar
da diversidade genética por meio do marcador da regido controle. Foram utilizadas
212 amostras fecais que foram posteriormente identificadas para a espécie. A
identificacdo pelo DNA revelou a maior presenca (102) de T. e. isaaci, além da
presenca (63) de Kobus ellipsiprymnus (antilope waterbuck) nas areas estudadas. Ja
a analise de variacdo genética demonstrou baixa diversidade em T. e. isaaci, uma
vez que somente dois haplotipos foram observados nas amostras analisadas, quando
comparada com a diversidade de K. ellipsiprymnus que apresentou 21 haplétipos para
63 amostras. Os autores sugeriram que seja realizado um estudo mais profunto
utilizando marcadores microssatélites para observar a variacdo genética, além de
entender a estrutura da populagdo de T. e. isaaci. A baixa diversidade genética
observada se tornou uma informacdo importante que sugeriu preocupacdo com a
conservacao desta espécie.

Ja Ito et al (2016) investigaram a dieta de Diphylla ecaudata em um trecho da
Caatinga Pernambucana, utilizando o gene mitocondrial citocromo b. Foram coletadas
amostras fecais de varios individuos. As amostras amplificadas foram comparadas

com amostras disponiveis em bancos de dados e os resultados revelaram a presenca
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de DNA de Gallus gallus e Homo sapiens nas amostras fecais. Os autores concluiram
gue a presenca de humanos como presas pode demonstrar a baixa disponibilidade de
aves no local, podendo reforgar o impacto que as praticas humanas tem nos processos
ecologicos.

Mantellatto e colaboradores (2017) objetivaram investigar a variabilidade
genética de uma populacdo de Ozotoceros bezoarticus leucogaster na regidao do
Pantanal brasileiro, através de marcadores microssatélites, utilizando amostras fecais
frescas. Analise de identificacdo de amostras apontou para uma média de 74
individuos, onde desses 50 eram adultos. O resultado da variabilidade genética
realizado com as 50 amostras de adultos indicou uma alta dviversidade genética, onde
a média de alelos por locus foi de 11,5. Os autores sugeriram que mais estudos devem
ser feitos para comparar diferentes populacdes, além de serem necessarios mais
estudos com DNA mitocondrial para avaliar a estrurutacdo ja observada em outras
populacdes. Por fim os autores concluiram que as técnicas utilizadas podem ser
empregadas para outras espécies de Cervidae.

Qiptiyah et al (2019) objetivaram examinar as caracteristicas genéticas de Bos
javanicus javanicus através da regido do citocromo b, utilizando amostras fecais de
guatro parques nacionais em Java na Indonésia. Os resultados da distancia genética
entre trés populacdes foi zero, diferente de quando essas populacdes sédo comparadas
com a populacéo do Parque Nacional Meru Betiri que apresentou distancia de 0,005.
A rede haplotipica evidenciou que a maioria dos haplétipos foi distribuida em trés
populacdes (UKNP, APNP e BNP), além disso as populacdes dos parques MBNP e
UKNP possuem um haplétipo especifico cada. Os autores concluiram que a populacéo
do MBNP pode servir como uma unidade separada para conservacao em relacao aos
outros parques. Porém, se for observado um grande declinio nas populacdes, deverao
ser realizados esforcos para aumentar a diversidade, evitando a consaguinidade e a
derivagenética.

De Oliveira et al (2019) buscando melhor entender a distribuicdo do cervideo
Neotropical Mazama nana, utilizaram amostras de DNA fecal e identificaram a
ocorréncia da espécie, por meio de marcadores PCR-RFLPs. A espéce se distribui
amplamente pelos estados do Parana e Santa Catarina. Fora do Brasil constatou-se a
ocorréncia da espécie na provincia de Missiones, Argentina.
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2.4 MARCADORES MOLECULARES

O avanco da biologia molecular proporcionou o desenvolvimento de uma gama
de ferramentas analiticas muito poderosas nas analises de biologia de popula¢cdes
(ZELENINA et al., 2011). A genética se tornou uma forte ferramenta para estudos de
taxonomia, biogeografia, filogenia, evolugéo e conservacdo (CALDARA et al., 1996;
SANTOS et al., 2006; CARVALHO et al., 2012). Existem inUmeras vantagens quando
se utiliza a identificacdo molecular de espécies, como a possibilidade de se trabalhar
apenas com uma pequena amostra da espécie a ser estudada. Tal estratégia otimiza
os estudos de taxonomia que, de modo geral, s6 podem ser realizados com o individuo
inteiro.

O DNA mitocondrial é herdado maternalmente pela maioria das espécies
(ALLENDORF & LUIKART, 2007). Esse tipo de DNA é circular e contém 37 genes e
uma regido de controle. A analise de setores do mtDNA €& util para detectar
polimorfismos, que sdo usados para resolver distancias entre populacdes especificas
e espécies intimamente relacionadas (LOEW 2000).

Um dos marcadores mitocondriais mais amplamente utilizado é o gene
Citocromo b (LOEW, 2000). Esta regido tem sido utilizada na identificacéo de espécies
animais, em estudos sobre a biologia evolutiva das espécies, para entender melhor a
diversidade genética, afim de melhorar o gerenciamento de conservacao de espécies
(COZZOUL et al. 2013; HRBEK et al. 2014; BOUBLI et al. 2019).

Algumas pesquisas podem ser destacadas sobre o uso do gene Citocromo b
para os fins acima mencionados. Cozzoul e colaboradores (2013) descreveram uma
nova espécie de anta (Tapirus sp.) vivendo na Amazébnia. Os autores utilizaram
sequencias de 3 genes mitocondriais, incluindo citocromo b, de amostras coletadas na
Amazonia ede amostras de T. terrestris, T. indicus, T. bairdii, T. pinchaque, que foram
utilizadas para uma reconstrucdo filogenética. Além disso, os autores também
utilizaram de analises morfologicas para reforcar os resultados. Ambos os métodos
evidenciaram uma nova espécie de Tapirus, destacando também a biodiversidade

oculta na Amazoébnia.

Ja Hrbek et al (2014) utilizando os caracteres morfoldégicos e moleculares
incluindo o citocromo b, descobriram uma nova espécie de boto rosa na bacia do rio
Araguaia no Brasil. Foram obtidas amostras de Inia boliviensis, I. geoffrensis, Inia sp.

(individuos do rio Araguaia) e as analises de estrutura populacional identificam trés

27



grupos provaveis do género Inia, assim como a andlise de componentes principais
(PCA) com microssatélites. As analises morfolégicas mostraram um nudmero
consideravel de diferencas entre os individuos do rio Araguaia com os individuos das
outras duas espécies. Baseado nos resultados encontrados os autores propuseram
uma nova espécie (l. araguaiaensis). Esta hipdtese foi sustentada pela forte
evidéncia de que esses individuos sao distintos das espécies I. boliviensis e I.
geoffrensis. Além disso, 0os autores mostraram que as populacdes de |. araguaiaensis
estdo fragmentadas por seis barragens hidrelétricas e séo afetadas pelo
desenvolvimento agricola e industrial. A recomendacdo oferecida pelos autores,
perante os critérios da IUCN, é que esta espécie esteja alocada na categoria

vulneravel.

Em Boubli et al. (2019) utilizando uma abordagem integrativa de caracteres
de pelagem e andlises genéticas usando os genes citocromo b e citocromo oxidase
1, descreveram uma nova espécie de macaco titi na Amazonia. As comparacdes
morfologicas foram feitas com espécies de macaco titi mais filogeneticamente
relacionadas, com a linhagem da Alta Floresta Amazénica (Plecturocebus. moloch,
P. vieirai e P. bernhardi) e com linhagens divergentes do grupo moloch (P.
hoffmannsi, P. miltoni, P. cinerascens e P. baptista). As analises apontaram que
Plecturocebus grovesi sp. nov pertence ao grupo moloch e que a combinacdo dos
caracteres morfolégicos confere ela uma aparéncia Unica entre todas as espécies
estudadas. Ja as andlises de filogenia molecular apontaram para a monofilia do taxon
estudado (Plecturocebus grovesi sp. nov), em comparagdo com os dados de P.
moloch, P. vieirai, P. bernhardi, P. cupreus, P. hoffmannsi. A andlise de estruturacéo
bayesiana para um k=5, recuperou os resultados filogenéticos, apoiando a distincédo
entre Plecturocebus grovesi sp. nov., P. bernhardi, P. vieirai e P. moloch. Segundo
0s autores esta nova espécie € encontrada em uma das areas onde as florestas estao
desaparecendo muito rapido devido a agricultura, sendo nescessarias medidas para

a conservacao desta nova espécie.

A regido de controle mitocondrial (CR) estd ligada a processos como
replicacdo e transcricdo, e compreende a regido nao-codificante do genoma
mitocondrial, sendo altamente variavel (MEYER, 1993; LOEW, 2000). Devido aos
altos niveis de variabilidade encontrados, essa regido é um dos marcadores mais

adequados para comparacfes de sequéncias dentro e entre populagdes e espécies
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intimamente relacionadas (LOEW, 2000). Além disso, tem sido amplamente utilizada
para mensuracdo a diversidade genética e identificacdo de unidades de
conservacdo, a fim de otimizar o manejo das espécies (VARGAS et al., 2008;
RICHMOND et al., 2014; JOHNSON et al., 2015; POWER et al., 2015; CRAIG et al.,
2016).

Em relag&o a regido controle do mtDNA, alguns trabalhos também podem ser
pontuados sobre 0 uso da variagao genética para os fins de melhor entender a estutura
genética interpopulacional e usar destas informacdes para recomendacdes de
conservacdo. Hernandez-Romero et al (2017) utilizaram de amostras de Lontra
longicaudis de toda a sua distribuicdo atualmente reconhecida para determinar 0s
fatores genéticos, morfolégicos e variacao ecoldgica das populagdes, afim de avaliar
o papel dos fatores geograficos e ambientais na formacdo da divergéncia entre as
espécies. Para isso analises filogeograficas, morfométricas e de modelagem
ambiental de nichos foram realizadas. Para as andlises filogenéticas os autores
utilizaram também os dados da regido controle do DNA mitocondrial. A estrutura
genética encontrada na espécie corresponde as trés subespécies distribuidas em
regides geograficas distintas. Além disso, foi encontrada uma diferenciacdo genética
nas duas subespécies do sul, correspondente a peculiaridades do perfil hidrografico e
barreiras geogréficas da reigido. Na analise da morfologia os autores encontraram
uma relacdo entre a forma do crénio e da mandibula com a variacdo ambiental dos
habitats das subespécies. A analise de modelagem histdrica de nicho sugeriu que
essas subespécies sofreram alteracdes significativas em seu nicho ambiental como
resultado da disponibilidade de diferentes habitats ao da sua distribuicdo geografica.
Segundo os autores os resultados suportam a hipotese de que o que levou a
divergéncia populacional da espécie foram a variacdo ambiental e as barreiras
geograficas ao fluxo génico.

da Silva Santos e colaboradores (2018) investigaram a histdria evolutiva de
Leopardus colocolo, objetivando avaliar as relacbes genéticas entre populacdes
ocidentais de L. colocolo e os do leste da América do Sul, estimar a origem geografica
e a idade de haplétipos de introgressdo do DNA mitocondrial de L. tigrinus. Para as
analises filogenéticas e de diversidade genética foram utilizadas uma série de regides
mitocondriais, incluindo a regido controle. A andlise de diversidade genética indicou
um padrdo de diversificacdo rapida e recente entre as espécies. As andlises

filogenéticas demonstraram varios agrupamentos monofiléticos, enquanto que as
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analises de fluxo génico incluindo os individuos de L. tigrinus mostraram uma falta de
hapldétipos compartilhados entre as espécies, indicando que sua hibridacéo pode ser
antiga. Os autores também observaram uma robusta estrutura populacional que apoia
a colonizacao oeste-leste na histéria dessa espécie. Além disso, foi notado uma intima
relacdo entre os haplétipos brasileiros/uruguaios de L. colocola e os de L. tigrinus,
indicando que sua hibridacdo estava muito relacionada a expansao de L. colocola no
leste da América do Sul. Os autores concluiram que L. colocola pode ser visto como
uma espécie complexa com estrutura populacional marcada em toda a sua extensao.
Estes ainda sugeriram que para fins de conservacéo, as populacdes regionais devem
ser consideradas como unidades evolutivamente significativas distintas.

Ja Plonetal (2019) buscaram investigar filogeografia de Dugong dugon em toda
a sua distribuicdo original. Para isso foram utilizados DNAs provenientes de museus e
da natureza. A partir da amplificacdo da regido controle do DNA mitocondrial 0s
autores encontraram através das andlises filogenéticas e de redes haplotipicas uma
variagdo consideravel entre as sequencias das espécies e uma signigicativa
estruturacdo geografica. Novas linhagens de DNA mitocondrial que nédo tinham sido
observadas anteriormente foram encontradas nas amostras do Oceano indico. As
diversidades de haplotipos e nucleotideos observadas nas amostras da populagéo do
Oceano Indico Ocidental foram mais baixas do que as amostras da Indonésia e da
Australia. Os autores concluiram que essas novas linhagens e a potencial perda de
diversidade destacam a importancia de conservacdo e a vulnerabilidade das
populacdes de dugongos no Oceano indico Ocidental.

O gene Citocromo Oxidase Subunidade 1 (COl), devido a sua variabilidade, tem
sido considerada uma ferramenta util na identificacdo de espécies animais. A
sequéncia de um fragmento deste gene € chamada de barcoding ou cédigo de barras
de DNA (HEBERT et al., 2003). Uma vez que as sequéncias de COI tendem a ter uma
maior variacdo interespecifica que intraespecifica, além de serem relativamente
constantes entre os individuos de uma mesma espécie, uma amostra pode ser
identificada comparando sua sequéncia com bancos de sequéncias ja identificadas
por especialistas, como a plataforma Barcode Of Life Database (BOLD).

Ha varios trabalhos interessantes que merecem destaque sobre o uso do gene
Citocromo Oxidase Subunidade 1 para os fins conservagéo. Dentre eles Mello et al
(2018) objetivaram testar o desempenho de metodologias de delimitacdo de espécies

baseadas em coalescencia usando conjuntos de dados Citocromo Oxidase 1 e
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Citocromo b, a partir de sequencias de primatas Neotropicais. Os resultados
apontaram o gene COI como o marcador molecular que melhor replica a taxonomia.
A analise de GMYC apresentou o melhor desempenho geral para evitar relacdes
filogenéticas inconclusivas. Os autores concluem que a implementacdo da
automatizacdo de delimitacdo de unidades evolutivas € um sistema valioso para as
politicas de tomada de decisdo, pois permite o refinamento de um procedimento
inteiramente baseado na taxonomia essencialmente tradicional ou Linneana.

Em Feij6 et al (2019) utilizando genes mitocondriais e nucleares investigaram
as relacOes filogenéticas de todas as espécies do género Dasypus usando uma
cobertura geografica mais ampla. As analises filogenéticas apontaram trés linhagens
principais de tatus de nariz comprido que foram tratados como subgéneros e foi
observado que a maioria de sua diversificacdo ocorreu durante o Plioceno. Ja as
analises de delimitacdo molecular de espécies apoiaram as evidéncias morfolégicas
na atribuicdo de D. hybridus como uma subespécie de D. septemcinctus e confirmou
a divisdo do complexo de D. kappleri em outras trés espécies. Por fim, os autores
reconheceram nove espécies vivas de tatus de nariz comprido e recomendam que
sejam feitos mais estudos com D. mazzai e sabanicola a fim de esclarecer as
relacdes filogenéticas dessas espécies que recentemente divergiram.

da Cruz et al. (2019) objetivaram criar um banco de dados do citocromo oxidase
| para espécies do género Oligoryzomys, com base no material tipo e nas amostras
cariotipadas de uma espécie de Oligoryzomys, O. stramineus. Para isso foram
avaliadas as distancias genéticas intra/interespecificas das espécies, utilizado o
método GMYC para delimitar as linhagens e identificar nucleotideos diagndsticos para
cada espécie. A analise filogenética apenas de COIl apresentou 0 mesmo padrédo de
estrutura encontrado na arvore com genes concatenados onde todas as espécies
morfologicamente definidas foram recuperadas, exceto O. stramineus, que formou um
grupo irmdo com O. nigripes. Na analise de nucleotideos diagnosticos O.
mattogrossae foi a espécie que apresentou 0 maior numero de caracteres
diagnésticos, diferente daquilo observado em O. moojeni, O. stramineus e O.
utiaritensis, os quais ndo foram identificados nucleotideos diagndsticos. As espécies
O. messorius e O. rupestris apresentaram dois caracteres de diagnostico cada. Por
fim, os autores concluiram que sdo necessarios mais estudos integrativos com dados
moleculares, morfolégicos e cariotipicos e uma amostragem adicional de

Oligoryzomys para resolver os problemas taxonémicos.
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2.5 ESTUDOS REALIZADOS EM GIRAFAS COM MARCADORES DEDNA
MITOCONDRIAL

Brown et al. (2007) avaliaram a variacdo genética a partir de sequéncias
mitocondriais de Citocromo b, objetivando apresentar uma analise filogeogréfica e de
genética populacional da girafa em grande parte das areas geograficas
remanescentes da espécie. Os dados mostraram que havia extensa estrutura
genético-populacional entre os individuos amostrados. Além disso, indicaram que
algumas das populagbes geneticamente distintas representam Unidades
Evolutivamente Significativas (ESUs) que sdo altamente ameacadas e ndo tém o
reconhecimento necessario nos atuais planos de manejo. As Unidades
Evolutivamente Significativas (ESUs), sdo populagdes que: (1) sao reciprocamente
monofiléticas para alelos mtDNA e (2) demonstram divergéncia significativa das
frequéncias alélicas em loci nucleares (Moritz, 1994).

A fim de avaliar as relacGes populacionais de girafas, Hassanin et al. (2007)
utilizaram fragmentos mitocondriais de Citocromo b e da regido controle. Os resultados
mostraram que as girafas da Africa ocidental e central pertencem a duas subespécies
diferentes, Giraffa camelopardalis peralta e G. c. antiquorum. Além disso, 0s autores
mostraram que as girafas no zoologico de Vincennes em Paris, que eram
reconhecidas como G. c. peralta, pertencem a subespécie G. ¢ antiquorum. Os
autores entdo concluem que como subespécie G. ¢ peralta esta representada apenas
no Niger, com uma pequena populacdo e que ndo existe nenhum exemplar desta
subespécie nos zooldgicos Europeus. Assim os autores concluiram que ndo ha a
possibilidade de um programa para reintroducdo caso fosse necessario. Desta
maneira os autores recomendam fortemente medidas para proteger e conservar as
girafas da Africa Ocidental.

Em um estudo mais recente, Bock et al. (2014) coletaram amostras de
individuos de oito das nove subespécies de girafas ao longo de Botswana, Namibia,
DR Congo, Chad, Africa do Sul, Nigéria, Uganda, Zambia e Tanzania, objetivando
apresentar analises genéticas populacionais. A partir de fragmentos do gene do
Citocromo b e da regido de controle foi demonstrado que as faixas de distribuicdo das
girafas angolana e sul-africana precisam ser redefinidas. 1sso se baseou nos dados

genéticos que mostraram uma acentuada delimitagcéo leste-oeste entre as girafas
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angolana e sul-africana, em uma area que nao havia sido investigada anteriormente
em termos genéticos. Por fim, os autores mencionaram que S80 necessarias
informacdes mais precisas acerca da variagdo genética e filogenética dessas
subespécies especificas, para que estratégias de manejo sejam desenvolvidas e
implementadas com maior robustez.

Recentemente Fennessy et al (2016) e Winter et al (2018), utilizaram analises de
genes mitocondriais concatenados e introns nucleares que revelaram a existéncia de
guatro espécies de girafas filogeneticamente distintas. Os estudos foram realizados a
partir das subespécies que eram anteriormente reconhecidas. As analises
flogenéticas conseguiram separar as os individuos em quatro clados. A andlise de
estrutura genética recuperou esse resultado. Além disso, foi realizado um teste de
introgressao genética entre 0os quatro clados encontrados, para verificar a magnitude
do fluxo génico entre eles. Os autores observaram menos de um migrante por geracao
entre os clados, inclusive entre a girafa do norte e a girafa reticulada, que sdo
geograficamente mais proximas. Esta analise, em conjunto com dados genético-
populacionais, confirmam a existéncia de quatro clados que correspondem, por sua
vez, as quatro espécies de girafas.

Com o avancgo da biologia e sistematica molecular foi possivel a descoberta de que
essa Unica espécie de girafa abriga em quatro novas espécies nominais com cinco
subespécies (Fennessy et al., 2016). Contudo, desde 1996 Giraffa camelopardalis,
como um unico taxon, esta alocada na Lista Vermelha da IUCN e é categorizada como
vulneravel devido ao declinio demografico da espécie no geral (MULLER et al., 2018).
Umavez que os zooldgicos comecaram a mudar o foco para atuar principalmente com
a conservacao da biodiversidade (BOWKETT, 2009), se faz necessario re-categorizar
os diferentes ramos evolutivos, antes abrigadas em uma Unica espécie, afim de evitar

condutas conservacionistas equivocadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 AMOSTRAGEM

Com a colaboragdo da Associacdo de Zooldgicos e Aquarios do Brasil, foram
identificadas 14 girafas vivas, sendo 10 fémeas e quatro machos, em seis zoologicos
brasileiros: Fundacéo Jardim Zoolégico de Brasilia, 0 Zoologico Municipal de Curitiba,
0 Zooldgico de Sao Paulo, Zooparque de lItatiba, Zoo Beto Carrero e Zoo Pomerode
(Tabela 1). Todos os 14 exemplares eram adultos. Destas, foram coletadas amostras
fezes em cada instituicdo (realizada pelo proprio autor) e 1 amostra de tecido de um
espécime ja falecido da Fundacao Jardim Zoologico de Brasilia. Este espécime morto
foi incluido no estudo, pois seus gametas estavam preservados, podendo no futuro
ser usado em procedimentos de fertiliza¢&o in vitro. Com excec¢éo da girafa de Brasilia
que divide seu recinto com uma zebra, todos outros animais ficam em recintos
separados. Nos Zoolégicos que possuem mais de um animal, segundo o0s
responsaveis técnicos de cada zoologigo, todos sdo aparentados. No Zoo de
Pomerode mée e filha, no Zoo Beto Carrero mae (Savanah) e filhos e no de Sao Paulo
mae (Mel), pai (Palito) e filhos. Cabe destacar que originalmente o Zoo de Itatiba tinha
aprovado o acesso as fezes de todos os seus trés exemplares. Porém, no momento
da amostragem das fezes fomos impossibilitados de acessar as fezes de 2 desses
exemplares. A justificativa mencionada € que tais exemplares ja estariam sendo

usados como material de outra pesquisa genética de girafas no exterior.
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Tabela 1. Informag8es sobre nome do espécime no zoolégico, sexo, nomenclatura no estudo,
local de coleta e origem de cada espécime.

Nome do animal Sexo Nomenclatura/ Local de coleta Origem
no zoolégico Sigla no estudo
Leninha F PO 1 Z00 Africa do Sul
Pomerode/SC
Ethema F PO 2 Z00 Nasceu no zoo
Pomerode/SC
Bin M BC1 Zoo Beto Nasceu no zoo
Carrero/SC
Gigrande M BC 2 Zoo Beto Nasceu no zoo
Carrero/SC
Catarina F BC3 Z00 Beto Nasceu no zoo
Carrero/SC
Savanah F BC 4 Zoo Beto Africa do Sul
Carrero/SC
Pandinha F CB Zoolégico Nasceu no zoo
Municipal de
Curitiba/PR
Yaza F BR 1 FJZB /IDF Nasceu no zoo
Yvelize* F BR 2 FJZB /DF Nasceu no zoo
Ayanna F IT Zooparque Nasceu no zoo
Itatiba/SP
Palito M SP1 Zooldgico Sao Africa do Sul
Paulo/SP
Bernardo M SP2 Zoolégico Séo Nasceu no zoo
Paulo/SP
Mel F SP3 Zooldgico S&o Africa do Sul
Paulo/SP
Agatha F SP4 Zooldgico Sao Nasceu no zoo
Paulo/SP
Safira F SP5 Zoolégico Séo Nasceu no zoo
Paulo/SP

F= Fémea; M=Macho
* exemplar falecido



3.2 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas fezes frescas a fim de serem obtidos DNAs fecais mais integros,
conforme j& realizado em outras espécies de mamiferos (MANTELLATTO etal., 2017;
Ll etal., 2017; PELIZZON et al., 2017). Para identificar a qual individuo pertencia cada
amostra fecal, cada o animal foi acompanhado visualmente até que o mesmo
defecasse (Figura 4). As amostras foram recolhidas com auxilio de luvas e uma pinga,
e transferidas para tubos falcon de 50 mL previamente esterilizados, contendo etanol
96% - 100% com a finalidade de evitar a degradagédo do DNA, e armazenadas a -20°C

em laboratério (Figura 5).

A amostra de tecido do exemplar falecido foi coletada com o auxilio de um bisturi
e uma pinga, e transferidas para um tubo plastico previamente autoclavado, contendo
etanol 100%. Todas as amostras foram destinadas ao Laboratério de Gendmica
Evolutiva e Ambiental (LAGEA), na Universidade Federal de Pernambuco para a
realizacdo das andlises genéticas. Durante o evento da amostragem fotos dos
individuos foram tiradas utilizando uma camera Sony Cyber-shot DSC-HX300 a fim de
realizar a identificacdo dos individuos através do padrdo de pelagem, conforme ja

utilizada por outros autores.
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Figura 4. Exemplo da fonte das amostragens fecais (grumos escuros) realizadas em alguns
zoolégicos.

Figura 5. Exemplo da estratégia de armazenagem das amostras fecais (imersas em Etanol 100%, em
tubos tipo falcon estéreis) até que as mesmas chegassem até o laboratério.
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3.3 IDENTIFICACAO POR PADRAO DE PELAGEM

Para identificar o padrdo de pelagem de cada animal, todas as imagens foram
recortadas em um retangulo de analise que se ajusta horizontalmente entre a borda
anterior do membro pélvico e o térax, e verticalmente entre o dorso e a pele dobrada
abaixo da borda posterior do membro toracico (Figura 6). A identificacéo foi feita de
forma visual comparando com imagens referéncia das espécies de girafa presentes
no Africa's Giraffe: A Conservation Guide (Giraffe Conservation Foundation, 2017)
(Figura 7). Além disso foi observada a presenca/auséncia de um terceiro ossicone,
tipico de machos adultos das girafas da regifio do Norte da Africa (Figura 8), por meio

de uma simples inspec¢ao visual dos exemplares machos.

Figura 6: Secao analizada do padréo de pelagem. Em detalhe as formas das manchas
analizadas.
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Masai giraffe Giraffa tippelskirchi

This giraffe is recognisably darker than other species.

Patches:  Large and dark-brown. Shaped distinctively like vine leaves. The edges are jagged. The patches
are surrounded by a creamy-brown colour.

Lower legs: The same creamy-brown which surrounds the patches, there are no patterns.

\

Southern South African giraffe G. g. giraffa
Patches:  Star-shaped and various shades of brown.

giraf"e - The patches are surrounded by a light tan colour.

Lower legs: Randomly speckled with uneven spots.

Alic sk ele s : ~ Angolan giraffe G. g. angolensis

two subspecies. Their x g g g : g : g

markings are slightly . Patches:  Large, uneven and irregularly notched. Light brown

different from each other. . The patc rounded by a pale cream colour.
s: Randomly ed with uneven spots

Kordofan giraffe G. c. antiquorum

Patches:  Pale and irregular.
The patches are surrounded by an off-white, creamy colour.

N h Lower legs: Noticeably white with no patterns
orthern
giraffe |t

Giraffa / Nubian giraffe G. c. camelopardalis
camelopardalls : Patches Large and rectangular. Chestnut-brown
v

The patches are surrounded by an off-white, creamy colour.
. Lower legs: Noticeably white with no patterns

The northern giraffe has

three subspecies. Their

st i ' , West African giraffe G. c. peralta

This giraffe is noticeably light in appearance.
Patches:  Rectangular and tan coloured.

The patches are broadly surrounded by a creamy colour.
Lower legs: Noticeably white with no patterns.

.

Reticulated giraffe Giraffa reticulata

Patches Rich orange
The p d by a ne S|
Lower legs: Often, the b King e lin 0 ] ontinue the entire length of their legs

on Foundation 2017

Figura 7: Sintese do padrdo de pelagem correspondente a cada uma das espécies e sub-
espécies de girafa na Africa. Modificado Giraffe Conservation Foundation (2017).
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Masai giraffe

Figura 8: Estrutura craniana adicional (terceiro occicone) encontrada em machos das
espécies Giraffa camelopardalis e Giraffa reticulata. Modifcado Giraffe Conservation
Foundation (2017).

3.4 EXTRACAO, AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA

O DNA genbmico total foi extraido de 14 amostras fecais utilizando o kit QIAmp
DNA Stool Mini Kit — Qiagen, com algumas modificacées (apos adicionar o tampéao
ASL, incubar a 65°C overnight, colocar 80 pyL de tampao AE e incubar por 10 minutos
a temperatura ambiente) e a extracdo 1 uma amostra de tecido foi realizada com
auxilio do kit de extracdo Qiagen DNeasey Tissue and Blood, seguindo as instrucdes
do fabricante. A avaliacdo da qualidade e a quantificacdo do DNA extraido foram feitas,
respectivamente, através de gel de integridade de agarose 1%, e mensuracdo em

nanoespectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Os genes Citocromo b foram amplificados em ambas as direc¢des, utilizando o par
de primers 5-TGAAAAACCATCGTTGTC GT-3'e 5-GTGGAAGGCGAAGAATCG-3..
A Regiéo de Controle (422 pb) foi amplificada com o par de primers 5'-
TGAAAAACCATCGTTGTCGT-3 'e 5-GTG GAAGGCGAAGAATCG-3'. Todos esses

procedimentos seguiram as sugestdes metodoldgicas oferecidas por Bock et al. (2014)
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e aplicada por Fennessy et al. (2016). Aléem destas regides, esta atual pesquisa inovou
por complementar a abordagem multiloci ao amplificar a regido do gene Citocromo
Oxidase Subunidade |. Esta regi&do foi amplificada utilizando um coquetel de primers
para mamiferos desenvolvido por Ivanova et al. (2012). As amplificacdes foram
realizadas através de reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction) em um volume
final de 25 pL contendo 12,5 uL de 2X Taq Master Mix, 0,5 uL de MgCI2 (60 mM), 1U
de Tag Polimerase (Cellco), 1 yL de cada primer (10 mM) e 50 ng de DNA extraido. A
reacao foi realizada em termociclador Biocycler (Life Technologies).

Em relacdo aos PCRs de Citocromo b e aqueles da regiao controle, a programacao
do termociclador seguiu os passos de 95°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de
95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, e 72°C por 5
minutos para extenséao final (Fenessy et al., 2016). As reacdes de PCR de Citocromo
Oxidase 1 seguiu os passos de 95°C por 15 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos e 72°C por 20 minutos
para extensao final (Khedkar et al., 2016). Os produtos da PCR foram visualizados em
gel de agarose 1,8% sob luz ultravioleta apos eletroforese a 80V por 30 minutos, e
guantificados por comparacdo com o marcador de peso conhecido ladder 1Kb.

Todos os produtos das PCRs foram purificados utilizando-se a enzima ExXoSAP IT
(Affymetrix — USB Corporation) de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante, e
guantificados no nano espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). As
reacoes de sequenciamento foram realizadas com o kit de sequenciamento Big Dye®
Terminator v3.1 (Life Technologies), de acordo com protocolo fornecido, nas direcées
foward e reverse.

Além dos dados moleculares aqui produzidos, foi utilizado um banco de dados com
toda a variacdo (haplétipos diferentes) de sequéncias de Citocromo b, da regido
controle e do gene Citocromo oxidase 1, disponiveis pela literatura, afim de atender

ao objetivo geral deste trabalho.

3.5 ANALISES DE DADOS

Apoés a compilacdo de todos as sequécias aqui produzidas do gene Citocromo
b e da regido controle, com aquelas disponiveis pela literatura para 0s mesmos

marcadores, analise dos dados foi ralizada de duas formas: os dados analisados
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isoladamente e os dados analisados com sequéncias concatenadas.

No que se refere aos dados analisados isoladamente, Todas as sequéncias
foram alinhadas e editadas visualmente utilizando o algoritmo Clustalw (THOMPSON
et al., 1994) no software BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0 (HALL, 1999), por
meio do alinhamento mdltiplo usando os valores de 15 e 0,3 para a abertura e
extensdo dos gaps, respectivamente (HALL, 2001), juntamente com sequéncias
obtidas no Genbank (Tabela 2). Um grupo externo constituido por sequéncias Okapi
jhonstoni também foi utilizado para compor amatriz de dados para fins comparativos.
A escolha do grupo externo se deu por meio dos resultados apresentados por Chen et
al. (2019). Apés o alinhamento, as extremidades iniciais e terminais das sequéncias
foram eliminadas a fim de se obter um bloco homogéneo de sitios comparaveis e

evitar resultados controversos.

Tabela 2- Sequencias utilizadas nas analises com seus respectivos marcadores e
ndmeros de acesso no Genbank.

Espécie Marcador Autor Acesso

GenBank
Okapia johnstoni Citocromo b Fennessy et al. 2013 HF571175.1
G.c.camelopardalis Citocromo b Fennessy et al. 2016 MG262282.1
G.c.camelopardalis Citocromo b Fennessy et al. 2016 LT628395.1
G.c.camelopardalis Citocromo b Fennessy et al. 2016 MG262292.1
G.c.camelopardalis Citocromo b Winter et al. 2018 MG262281.1
G.c.camelopardalis Citocromo b Fennessy et al. 2016 LT628417.1
G.c.rothschildi Citocromo b Bock et al. 2014 HG975137.1
G.c.rothschildi Citocromo b Bock et al. 2014 HG975138.1
G.c. antiquorum Citocromo b Winter et al. 2018 MG262283.1
G.c.antiguorum Citocromo b Winter et al. 2018 MG262284.1
G.c.antiqguorum Citocromo b Bock et al. 2014 HG975179.1
G.c.peralta Citocromo b Winter et al. 2018 MG262301.1
G.c.peralta Citocromo b Winter et al. 2018 MG262298.1
G.c.peralta Citocromo b Bock et al. 2014 HG975188.1
G.g.angolensis Citocromo b Bock et al. 2014 HG975118.1
G.g.angolensis Citocromo b Bock et al. 2014 HG975125.1
G.g.angolensis Citocromo b Bock et al. 2014 HG975126.1
G.g.angolensis Citocromo b Fennessy et al. 2016 LT628403.1
G.g.angolensis Citocromo b Fennessy et al. 2016 LT628408.1
G.g.angolensis Citocromo b Fennessy et al. 2016 LT628415.1
G.g.angolensis Citocromo b Winter et al. 2018 KY865148.1
G.g.angolensis Citocromo b Winter et al. 2018 KY865145.1
G.g.angolensis Citocromo b Winter et al. 2018 KY865142.1
G.g.angolensis Citocromo b Winter et al. 2018 KY865149.1
G.g.angolensis Citocromo b Winter et al. 2018 KY865174.1
G.g.angolensis Citocromo b Winter et al. 2018 KY865163.1



G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G. thornicrofti
G. tippelskirchi
. reticulata
. reticulata
. reticulata
. reticulata
. reticulata
. reticulata
. reticulata
. reticulata
Okapia johnstoni
G.c.antiquorum
G.c.antiquorum
G.c.antiquorum
G.c.camelopardalis
G.c.camelopardalis
G.c.camelopardalis
G.c.camelopardalis
G.c.camelopardalis
G.c.peralta
G.c.peralta
G.c.peralta
G.c.rothschildi
G.c.rothschildi
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.angolensis
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa
G.g.giraffa

OO0006000

Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b

Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b
Citocromo b

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

Fennessy et al. 2016
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014

Fennessy et al. 2013
Bock et al. 2014
Fennessy et al. 2016
Fennessy et al. 2016
Fennessy et al. 2016
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Fennessy et al. 2013
Winter et al. 2018
Bock et al. 2014
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Fennessy et al. 2016
Fennessy et al. 2016
Winter et al. 2018
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Fennessy et al. 2016
Fennessy et al. 2016
Fennessy et al. 2016
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Winter et al. 2018
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Bock et al. 2014
Fennessy et al. 2016
Bock et al. 2014

Bock et al. 2014
Bock et al. 2014

LT628421.1

HG975103.1
HG975104.1
HG975170.1
HG975157.1
HG975093.1
HG975150.1

HF571167.1
HG975163.1
LT628410.1
LT628412.1
LT628413.1
KY865165.1
KY865164.1
KY865166.1
KY865167.1
MG262294.1
HF571214.1
MG257951.1
HG975281.1
MG257950.1
MG257959.1
MG257948.1
MG257949.1
LT628390.1
LT628368.1
MG257968.1
HG975290.1
MG257965.1
HG975249.1
HG975240.1
HG975227.1
HG975228.1
LT628376.1
LT628381.1
LT628388.1
KY865105.1
KY865108.1
KY865111.1
KY865112.1
KY865126.1
KY865137.1
HG975205.1
HG975206.1
HG975259.1
LT628394.1
HG975272.1

HG975195.1
HG975252.1
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G.reticulata CR Fennessy et al. 2016 LT628383.1
G.reticulata CR Fennessy et al. 2016 LT628385.1
G.reticulata CR Winter et al. 2018 KY865128.1
G.reticulata CR Winter et al. 2018 MG257961.1
G.reticulata CR Fennessy et al. 2016 LT628386.1
G.reticulata CR Winter et al. 2018 KY865127.1
G.reticulata CR Winter et al. 2018 KY865129.1
G.reticulata CR Winter et al. 2018 KY865130.1
G. tippelskirchi CR Bock et al. 2014 HG975265.1
G. thornicrofti CR Fennessy et al. 2013 HF571209.1
envir'\(f,?nm;' col D'Amato et al. 2013 JX567123.1
G. camelopardalis Col Eger-tissue collection JF444302.1
G.c.rothschildi COl Yasue et al. FJ958342.1
G.camelopardalis COol Hassanin et al. 2012 JN632645.1
G.camelopardalis COl Hassanin et al. 2012 NC_024820.1
G.c.angolensis COl Yasue et al. NC_012100.1

Os alinhamentos dos dados de Citocromo b e da regido controle foram testados
para o melhor modelo de evolugdo dos sitios nucleotidicos por meio do software
jModelTest (POSADA, 2008), utilizando o critério de correcdo de Akaike (AIC)
(AKAIKE, 1973, 1983). Para as analises pelo método de Inferéncia Bayesiana foi
utilizado o software BEAST v1.8.2 (DRUMMOND et al.,, 2012). Para isso, foram
utilizados os seguintes parametros: rel6gio molecular estrito, modelo de especiacao
Yule Process, modelo de evolucéo foi fornecido pelo jModelTest e 10.000.000 cadeias
de Markov (MCMC). Um arquivo “.log” foi gerado e executado no software Tracer
v.1.7.1 (RAMBAUT et al, 2018) para testar sobre o nimero de cadeias de Markov
suficientes. A melhor topologia foi determinada com o software TreeAnnotator v1.8.4
(DRUMMOND et al., 2012). Esta topologia foi visualizada e editada com o software
Figtree v1.4.3. (RAMBAUT, 2016), com a designacdo de apresentar apenas 0S

suportes de ramos (probabilidades posteriores) acima de 50%.

A diversidade genética foi acessada a partir do numero de haplétipos (h),
indices de diversidade nucleotidica (1) e haplotipicas (Hd). Essas métricas foram
obtidas pelo Software DNAsp v.6 (ROZAS et al., 2017). A analise da estruturacao
genética foi realizada através de uma analise bayesiana de agrupamento Bayesia
Analysis of Population Structure — BAPS v6 (CORANDER et al., 2008), utilizando uma

analise de mistura genética com as sequéncias, seguida por mistura de populacdes.
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Para ambos os conjuntos de dados (Citocromo b e Regido Controle) foram simulados
0 numero de K populacdes de 2 a 9 em 10.000 geracdes. A escolha da melhor
clusterizagéo foi determinada pelo célculo da maior probabilidade em cada um das K

popula¢cdes simuladas.

A identificacdo dos haplotipos, suas frequéncias relativas e o numero de sitios
polimérficos foram realizadas no Software DNAsp v.6 (ROZAS et al., 2017). As
relacdes entre os haplotipos selvagens e em cativeiro foi visualizada através de uma

rede parcimoniosa de haplétipos TCS no software PopArt 1.7 (LEIGH et al., 2016).

Madiante os resultados das topologias foram realizadas analise de variancia
molecular (AMOVA). Tais andlise foram realizadas de forma a testar a distancia
estatistica da variacdo genética dos exemplares aqui estudados com a variacao
genética da natureza, assim como a distancia estatistica da variacdo genética entre
os exemplares aqui estudados. Além disso, foram testados os desvios estatisticos da
variacdo genética entre os clados observados de G. giraffa com os dados de
Citocromo b e CO1. Diante dos dados de Citocromo b de G. camelopardalis foram
testados os desvios estatisticos entre os clados observados e cada um deles com os
dados de G. reticulata. Todas estas analises foram realizadas pelo uso do software
Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER and LISCHER, 2010).

Em uma segunda rodada de andlises, os conjuntos de dados (Citocromo b e
Regido Controle) foram concatenados formando um alinhemento Unico através do
Software DNAsp v.6 (ROZAS et al., 2017). Perante as sequéncias concatenadas,
todas as andlises acerca do modelo de evolucdo que melhor explica a evolucdo dos
sitios, indices de diversidade genética, estruturacdo genética, filogenia molecular e
rede de haplétipos foram desenvolvidas conforme aquilo realizado com os dados

analisados em separado.

Os dados de COI foram analisados utilizando os métodos de delimitacdo
molecular de espécies. Estas analises identificam as Unidades Operacionais
Taxondmicas Moleculares (MOTUs), que representam grupos monofiléticos que

podem ou ndo corresponder a espécies distintas (BLAXTER et al., 2005; JONES etal.,
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2011). Para as analises de delimitacdo de espécies, o grupo externo foi removido para
nao influenciar os resultados e melhorar a convergéncia das cadeias de Markov. A
abordagem baseada em distancia foi construida uma arvore de Neighbor Joining com
o0 modelo evolutivo de Kimura 2 Parametros (K2P) através do software MEGA v.5
(TAMURA et al., 2011). Além disso, para definir o ponto de corte que delimitaria as
espécies através da distancia genética, foi calculado o valor 6timo de threshold (OT),
gue se baseia no conceito de barcoding gap (MEYER & PAULAY, 2005). A
divergéncia molecular foi calculada diretamente a partir do nosso conjunto de dados,
utilizando a funcao “localMinima” implementada no pacote SPIDER (Species Identity
Evolution in R) (BROWN et al., 2012) para a plataforma R (http://www.R-project.org).
Para a abordagem baseada em coalescéncia, dois métodos foram empregados:
GMYC e bPTP. O GMYC utilizou uma arvore ultramétrica gerada no BEAST com 0s
seguintes parametros: reldégio molecular estrito, modelo de especiacdo Birth and
Death Process, modelo de evolucdo fornecido pelo jModelTest, e 10.000.000 de
cadeias de Markov (MCMC). Ja o bPTP utilizou uma arvore nao ultramétrica gerada
no software MrBayes v.3.1.1 (RONQUIST & HUELSENBECK, 2003), e foi conduzida
através de um servidor online, utilizando 100.000.000 gera¢des da MCMC, com thining

value=100, e burn- in=25%.

Mediante os resultados das topologias foram realizadas analise de variancia
molecular (AMOVA). Tais andlises foram realizadas de forma a testar a distancia
estatistica da variagcdo genética dos exemplares aqui estudados com a variacao
genética da natureza, assim como a distancia estatistica da variacdo genética entre
os exemplares aqui estudados. Além disso, foram testados os desvios estatisticos da
variagdo genética entre os clados observados de G. giraffa com os dados
concatenados e COL1. Diante dos dados concatenados de G. camelopardalis foram
testados os desvios estatisticos entre os clados observados e cada um deles com os
dados de G. reticulata. Todas estas analises foram realizadas pelo uso do software
Arlequin 3.5.2.2 (EXCOFFIER and LISCHER, 2010).


http://species.h-its.org/ptp/)
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4 RESULTADOS

Para identificacdo do padrdo de pelagem foram analisadas imagens de 14
girafas. Com excecédo de um individuo (Palito/S&o Paulo 1) do Zool4gico de Sdo Paulo
e um individuo do Zooldgico de Curitiba, todas apresentaram manchas em formato de
estrela em varios tons de marrom rodeadas por uma cor castanha clara ou manchas
grandes, desiguais e irregulares em um tom marrom claro rodeada por uma cor creme
clara. Esta feicdo de manchas é similar aquelas apresentadas pela espécie Giraffa
giraffa (Figuras 9a, b; Figura 10). O individuo de Curitiba apresentou manchas grandes
e retangulares na cor marrom escuro e cercadas por uma cor esbranquicada. Tal
fendtipo se assemelhou mais aquilo que € particular da espécie Giraffa camelopardalis
(Figuras 9c, d e e; Figura 10). Um individuo do Zoo de Sao Paulo (Sao Paulo 1/Palito)
apresentou manchas em formato de estrela mais acentuada com tom marrom escuro
mais ao meio e marrom claro nas bordas rodeadas por uma cor creme clara (Figura
10J). Ja na identificacdo dos ossicones nos individuos machos néo foi observada a

presenca de um terceiro par em nenhum dos exemplares (Figura 11).

Figura 9: Padrdo de pelagem das
espécies Giraffa giraffa [(a) e (b)] e

G. cameloperdalis [(c), (d) e (e)] de
acordo com Giraffe Conservation
Foundation (2017).
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Figura 10. Padrdes de pelagem observados nos exemplares aqui analisados. (A) Leninha
—Z00 Pomerode. (B) Ethema — Zoo Pomerode. (C) Bin —Zoo Beto Carrero. (D) Gigrande
— Zoo Beto Carrero. (E) Catarina — Zoo Beto Carrero. (F) Savana — Zoo Beto Carrero. (G)
Pandinha — Zoo Curitiba. (H) Yaza — Zoo Brasilia. (I) Ayanna — Zoo ltatiba. (J) Palito —
Zoo Séo Paulo. (K) Bernardo — Zoo S&o Paulo. (L) Mel — Zoo S&o Paulo. (M) Malika —
Zoo Séo Paulo. (N) Safira — Zoo S&o Paulo.



49

]
5

»

PEER".Enens
o TS
B’_‘»‘ 4‘- :~f\ ’/“ 7' e i : 3

Figura 11. Estrutura craniana adicional (terceiro occicone) ausente nos exemplares
machos dos zooldgicos. (A) Gigrande — Zoo Beto Carrero. (B) Bin —Zoo Beto Carrero. (C)
Palito - Zoo Sé&o Paulo. (D) Bernardo - Zoo Séo Paulo.

Foi possivel extrair DNA em boa quantidade das amostras pelo kit QIAmp DNA
Stool Mini Kit —Qiagen. Para o Citocromo b, foram obtidas 15 sequéncias de de 485
pb a partir de cada amostra de DNA de girafa, obtendo-se um alinhamento final com
58 sequéncias. Para a regido controle, foram obtidas 15 sequéncias de 256 pb a partir
de cada amostra de girafa, obtendo-se um alinhamento final com 58 sequéncias para
analises. O alinhamento final dos dados concatenados de citocromo b e regido
controle obteve o tamanho de 744pb. Para o COI, foram obtidas 15 sequéncias 540
pb a partir de cada amostra de DNA de girafa, obtendo-se um alinhamento final de 23

sequéncias para analises posteriores.

No que se refere aos dados analisados isoladamente, O modelo TPM3uf +
gamma foi indicado como o melhor modelo que explica a evolucdo dos sitios de
Citocromo b analisados. Ja para a regiao controle, o modelo TrN (Tamura-Nei model)
+ | + gamma foi selecionado como o melhor modelo que explica a evolugéo dos sitios
desta regido. Para o gene COI, o modelo TPM2uf foi selecionado como o melhor
modelo que explica a evolugdo dos seus sitios perante as sequéncias obtidas.

As topologias bayesianas obtidas com os dados de Citocormo b e regido

controle, revelaram a presenca de duas 2 espécies nos zooldgicos brasileiros. Além
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disso, ndo foi possivel identificar nos animais analisados linhagens genéticas
eventualmente perdidas ou de baixa frequéncia na natureza.

Na topologia com os dados de Citocromo b (Figura 12), o exemplar pertencente
ao zooldgico de Curitiba se agrupou com uma variante a espécie G. camelopardalis.
Tal agrupamento se relacionou mais proximamente com uma variante da espécie G.
reticulata, com suporte de ramo abaixo de 50%. Os demais exemplares aqui
analisados, pertencentes as outras instituicdes, se agruparam com o0s dados
referentes a espécie G. giraffa. A topologia com os dados da regiao controle (Figura
13) mostrou que o0 exemplar do Zoo de Curitiba € uma girafa nubia, da sub-espécie G.
camelopardalis camelopardalis e seu sindbnimo G. c. rothschild. Todas as outras
girafas aqui estudadas se agruparam com as sub-espécies angolana (Giraffa girafa
angolensis) e aquela do Sul da Africa (G. g. giraffa). Foi ainda possivel observar na
topologia bayesiana de regido controle a separacdo das subespécies de Giraffa
giraffa.

Ambas as topologias ainda mostraram sinais de divisdes filogenéticas (néo
monofiletismo) em G. giraffa e G. camelopardalis (Figura 12). A topologia dos dados
da regido controle (Figura 13) recuperaram o sinal de divisdo filogenética de G.

camelopardalis.
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Beto Carrero 1

|Beto Carrero 3

Giraffa giraffa angolensis KY865149.1
Beto Carrero 2

Giraffa giraffa angolensis HG975126.1
Giraffa giraffa anqolensis HG975125.1
Giraffa giraffa angolensis KY865174.1
Beto Carrero 4

Giraffa giraffa angolensis KY865163 .1
Giraffa giraffa angolensis KY865142.1
Giraffa giraffa angolensis HG975118.1
Giraffa giraffa angolensis KY865145 1
Giraffa giraffa angolensis KY865148 1
Brasilia 1

Séo Paulo 5

Brasilia 2

Giraffa giraffa angolensis LT628403.1
Giraffa giraffa giraffa HG975093.1
Séo Paulo 1

Giraffa giraffa giraffa L7628421.1
Giraffa giraffa angolensis LT628408 1
Giraffa giraffa giraffa HG975170.1
Giraffa giraffa angolensis LT628415.1
Pomerode 2

Rtatiba

Séo Paulo 4

Giraffa giraffa giraffa HG975103.1
Giraffa giraffa giraffa HG975157 1
Sédo Paulo 3

Giraffa giraffa giraffa HG975104.1
Pomerode 1

Giraffa giraffa giraffa HG975150.1
Sdo Paulo 2

Giraffa HF571167.1
Giraffa HGI75163.1

Curitiba

Giraffa HGY975138.1

Giraffa HG975137.1
Giraffa reticulata LT628412.1
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099 Giraffa reticulata MG262294. 1

Giraffa reticulata KY865167 1
Giraffa reticulata KY865166.1

Giraffa MG262283.1
L Giraffa MG262284.1

1 Giraffa LT628417.1
Giraffa HGY75179.1

Okapia johnstoni HF571175.1

Figura 9. Arvore bayesiana obtida a partir das sequencias de citocromo b, mostrando as
relacdes filogenéticas entre os individuos do Brasil e os exemplares do GenBank. Os valores
sobre os ramos indicam o suporte de ramo das probabilidades posteriores maiores que 50%.
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Okapia johnstoni HF571214.1

Figura 10. Arvore bayesiana obtida a das sequencias da regido controle, mostrando as
relac@es filogenéticas entre os individuos do Brasil e os exemplares do GenBank. Os valores
sobre os ramos indicam o suporte de ramo das probabilidades posteriores maiores que 50%.
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As sequéncias obtidas pelo marcador mitocondrial Citocromo b definiram 19
hapldtipos, que apresentam niveis de diversidade genética globais de Hd= 0,262 e 1=
0,008 (Tabela 3a). Pelos dados da regido controle, foram identificados 28 haplotipos,

com niveis de diversidades genéticas globais de h= 0,16 e = 0,023 (Tabela3b).

Tabela 3a. Sintese dos resultados de diversidade genética obtidos pelas sequéncias de

Citocromo b.
Variantes Diversidade Diversidade
haplotipicas haplotipica (Hd) nucleotidica (1)
Giraffa camelopardalis Hapl; Hap2; Hap3; 0,368 0,007
Hap4 Hap5%;
Hap6; Hap7
Giraffa giraffa Hap13; Hapl4; 0,368 0,018
Hap15; Hap1l6;
Hapl7;
Hapl8; Hapl9
Giraffa tippelskirchi Hapl11; Hap12 0,105 0,002
Giraffa reticulata Hap5*; Hap8; 0,210 0,005
Hap9; Hapl10
Total spp. 19 Hd média= 0,262 ™ média= 0,008
Curitiba Hap5
Itatiba Hapl15
Pomerode Hapl5
Beto Carreiro Hapl4
Brasilia Hapl5
S&o Paulo Hapl15

Total Brasil 3




Tabela 3b. Sintese dos resultados de diversidade genética obtidos pelas sequéncias da

regido controle.

Variantes Diversidade Diversidade
haplotipicas haplotipica (Hd) nucleotidica (1)
Giraffa c. antiquorum Hapl; Hap2; Hap3 0,13 0,02
Giraffa c. peralta Hap7; Hap8 0,0869 0,003
Giraffa c. camelopardalis Hapl; Hap4; Hap5; 0,1739 0,034
Hap6
Giraffa g. angolensis Hap18; Hap19; 0,26 0,037
Hap20; Hap21,
Hap22,
Hap23;Hap24
Giraffa g. giraffa Hap21; Hap55; 0,217 0,006
Hap26; Hap27;
Hap28
Giraffa tippelskirchi Hapl16;Hapl7 0,0434 -
Giraffa reticulata Hap9; Hap10; 0,217 0,043
Hapl11,; Hap12;
Hapl3;Hapl4;Hap
15
Total spp. 28 Hd média= 0,16 T média= 0,023
Curitiba Hap6
Itatiba Hap26
Pomerode Hap21
Beto Carreiro Hap20
Brasilia Hap26
Séo Paulo Hap21
Total Brasil 4

A rede haplotipica pelos dados de Citocromo b mostrou que as girafas dos
Zooldgicos de Pomerode, Brasilia, Itatiba e Sdo Paulo compartilham um haplétipo
(Hap15) e os individuos do Beto Carrero compartilham um haplétipo (Hapl4) com a
espécie Giraffa giraffa. O exemplar de Curitiba compartilha seu haplotipo (Hap5) com
a espeécie Giraffa camelopardalis e uma das variantes de Giraffa reticulata (Figura 14).
J&, a rede haplotipica perante os dados da regido controle mostrou que os animais do
Zooldgico Beto Carrero compartilham um haplétipo (Hap20) com a sub-espécie G. g.
angolensis. Os animais dos Zooldgicos de Pomerode e Sdo Paulo compartilham um
haplétipo (Hap21) com as subespécies G. g. giraffa e G.g. angolensis. Os animais dos
Zoolégicos de Brasilia e Itatiba compartiham um haplétipo (Hap26) com as
subespécies G. g. giraffa O exemplar de Curitiba compartilha um haplétipo (Hap6) com

a subespécie Giraffa camelopardalis camelopardalis (Figura 15).
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Figura 14. Rede haplotipica obtida pelas sequéncias de Citocromo b de girafas,
apresentando as relacdes genealdgicas entre os haplétipos dos individuos amostrados e
das espécies obtidas no GenBank. Cada cor representa a espécie do haplotipo encontrado.
O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos haplétipos e os tracos e niimeros
sobre as linhas que os conectam, representam o niumero de muta¢des presente entre eles.
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Figura 15. Rede haplotipica obtida pelas sequéncias de regido controle de girafas,
apresentando as relag@es genealdgicas entre os hapl6tipos dos individuos amostrados e
das espécies obtidas no GenBank. Cada cor representa a espécie do haplétipo encontrado.
O tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia dos haplétipos e os tracos e nimeros

sobre as linhas que os conectam, representam o niumero de mutagdes presente entre eles.

A amova realizada para os marcadores Citocromo b e regido controle, mostrou

gue o maior percentual de variancia genética esta entreas popula¢cdes. Os indices de
fixacdo (PST) foram de 0,804 e de 0,643, respectivamente. (Tabelas 4a e 4b).
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Tabela 4a. Analise da varidncia molecular de todo o conjunto de dados do gene Citocromo
b das girafas em cativeiro (Brasil) e da natureza. gl = graus de liberdade.

Fontes de variagéo al Soma dos Componentes Percentual da
quadrados da variancia variacao
Entre as populacdes 12 318.605 6.79024 Va 80.42
Dentro de populacdes 37 61.155 1.65285 Vb 19.58
Total 49 379.760 8.4409
Psr= 0.80424

Tabela 4b. Andlise da variancia molecular de todo o conjunto de dados da regiéo controle
gene das girafas em cativeiro (Brasil) e da natureza. gl = graus de liberdade.

Fontes de variacao gl Soma dos Componentes Percentual da
quadrados davariancia variacao
Entre populagdes 12 220.718 4.70540 Va 64.38
Dentro de populacdes 32 83.326 2.60394 Vb 35.62
Total 44 304.044 7.30935
Psr= 0.64375

As tabelas 5a e 5b mostram as magnitudes das diferencas estatisticas (PST)
observadas entre os clados de G. giraffa, entre os clados de G. camelopardalis e estes
em realcdo a espécie G. reticulata, pelos dados de Citocromo b. Tais diferencas
variaram de 0,54 (entre os clados 2 e 3 de G. camelopardalis) até 0,96 (entre os clados
1 e 2 de G. girafa). Pelos dados de CO1 foi observada uma diferenga (PST) de 0,85
entre os clados de G. giraffa (Tabela 5a). Diante dos dados da regido controle, foram
observadas as diferencas estatisticas de 0,27 (entre o clado 1 de G. camelopardalis e
G. reticulata) até 0,93 (entre o clados 1 e 2 de G. giraffa) (Tabela 5b).
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Tabela 5a. Desvios estatisticos (®sr) entre os clados observados de G. giraffa e G.
camelopardalis diante dos dados de Citocromo b (a) e CO1 (b) (p <0,1).

(a)

G. giraffa Clado 1 Clado 2 Clado 3
Clado 1 - 0,96 -
G.camelopardalis

Clado 1 - 0,745 0,723
Clado 2 - - 0,540
G. reticulata 0,807 0,783 0,728
(b)

G. giraffa - Clado 2

Clado 1 - 0,854

@ G. graia

Clado 1: Beto carreiro 1, 2, 3 e 4; KY865149.1, HG975126.1, HG975125.1, KY 865174.1, KY865163.1,
KY865142.1, HG975118.1, KY865145 1, KY865148.1

Clado 2: S&o Paulo 1, 2, 3,4 e 5; Itatiba; Pomerode 1 e 2; Brasilial e 2, LT268403 1, HG975093.1, LT268421.1,
LT628408.1, HG975170.1, HGQ75103 1, HG975157.1, HG975104.1, HG975150.

G. camelopardalis

Clado 1: Curitiba, HG975138.1, HG975137.1, MG262292.1, MG262282.1,MG262281.1,
LT628395.1

Clado 2: MG262301.1, MG262298.1, MG262298.1

Clado 3: MG262284.1, LT628417.1, HG975179.1, MG262283.1

iraffa
E:l)ado %: Beto carreiro 1, 2, 3 e 4; Sao Paulo 1; JX567123.1; AP003424.1; NC012100.1
Clado 2: Brasilia 1 e 2; Sao Paulo 2, 3, 4 e 5; Itatiba; Pomerode 1 e 2; JF444302.1

A estimativa das diferengas estatisticas (FST) par-a-par entre todos os exemplares
de girafa analisados dos Zoos brasileiros e, entre estes e as espécies de girafa,
mostrou o FST variando desde de -0,69 (entre os exemplar do Zoo de Curitiba e a
espécie G. camelopardalis) até 1,0 (p.ex. entre o exemplar do Zoo de Pomerode e
aquele de Curitba) pelos dados de Citocromo b (Tabela 6a). Pelos dados da regiao
controle, FST variou de -1,00 (p.ex. entre a sub-espécie G. g. giraffa e o exemplar do
Zoo de ltatiba) até 1,00 (p.ex. entre o Zoos Beto Carreiro e Zoo Pomerode) (Tabela
6b).
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Tabela 5b. Desvios estatisticos (PST) entre os clados observados diante dos dados da regi&o controle
G. giraffa e G. camelopardalis (p < 0,1).

G. giraffa Clado 1 Clado 2

Clado 1 - 0,938

G. camelopardalis

Clado 1 - 0,513
G. reticulata 0,276 0,427
G. giraffa

Clado 1: Beto carreiro 1, 2, 3 e 4; HG975228.1; KY865126.1, KY865112.1, KY865137.1, KY865111.1, HG975227.1, KY865105.1,
KY865108.1, HG975220.1.

Clado 2: Brasilia 1 e 2; Sao Paulo 1, 2, 3, 4 e 5; Itatiba; Pomerode 1 e 2; HG975259.1, LT628376.1, HG975195.1, LT628394.1,
HG975206.1, HG975272.1, LT628381.1, LT628388.1, HG975252.1.

G. camelopardalis
Clado 1: Curitiba, MG257959.1, HG975240.1, HG975239.1, LT628385.1,

MGE oA IS5 R G55 18 szsa00.1, Hoo75281.1
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Tabela 6a. Valores de Fsrpar-a-par entre obtidos dos dados de Citocromo b entre as quatro espécies de girafa e todos os individuos analisados dos
Zooldgicos do Brasil.

10

0,38085
0,75391
0,88496
0,90015
0,91446
-0,69091
0,90015

0,88876

0,91994

0,71443
0,92851
0,94307
0,95713
0,41176
0,94307
0,93103

0,96178

0,17957
0,17808
0,28994
0,64809
0,17808
-0,07143

0,31818

0,85714
0,92661
0,95556
0,85714
0,71429

0,94083

0,00000
1,00000
0,00000
0,00000

0,00000

1,00000
0,00000
0,00000

0,00000

1,00000
1,00000

1,00000

0,00000

0,00000

0,00000



Tabela 6b. Valores de Fsr par-a-par entre obtidos dos dados daregiéo controle entre trés subespécies de girafa e todos os individuos analisados

dos Zooldgicos do Brasil.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 -
2 0,69512 -
3 0,80155 0,89199
4 0,64365 0,82869 -0,32110
5 0,78975 0,27928 0,96789 1,00000 -
6 -0,48148 0,80198 0,94595 1,00000 1,00000
7 0,64365 0,82869 -0,32110 0,00000 1,00000 1,00000
8 0,52941 0,78022 -1,00000 0,00000 1,00000 1,00000 0,00000
9 0,73256 0,85227 0,01487 -0,29032 0,96475 0,92593 -0,29032 -1,00000

61
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Pela analise de estruturacdo bayesiana (BAPS) foram identificados trés perfis
genéticos (k=3) para o Citocromo b. Um deles (em vermelho) é tipico de Giraffa giraffa.
Um outro perfil (em verde) caracterizou parte de G. giraffa, é tipico de Giraffa
tippelskirchi e parte dos exemplares do Brasil. Um ultimo (em azul) é tipico da espécie
Giraffa camelopardalis e G. reticulata, e caracterizou o restante do Brasil (Figura 16).
Perante os dados da regido controle, foram definidos 6 perfis genéticos (k=6). Um
deles (em vermelho) é tipico G. tippelskirchi. Um outro (amarelo) é tipico de G.
reticulata. Esta espécie ainda apresentou um segundo perfil (lilas), também presente
em parte de G. camelopardalis e uma parte dos exemplares do Brasil. Um outro perfil
(azul claro) caracterizou parte da espécie Giraffa giraffa, além de uma parte dos
exemplares do Brasil. Outro perfil genético (azul escuro) é tipico de G. camelopardalis.
Um ultimo perfil (verde) é compartilhado entre parte de Giraffa giraffa, além de parte
dos exemplares do Brasil (Figura 17).

G. camelopardalis G. giraffa G. G. reticulata Brasil
tippelskirchi

Figura 16. Andlise de estruturacdo genética BAPS da variagdo genética observada nas
sequéncias do gene mitocondrial Citocromo b. As cores representam os diferentes perfis
genéticos obtidos

G. camelopardalis G. giraffa G. reticulata  G. Brasil
tippelskirchi
Figura 17. Andlise de estruturacdo populacional BAPS da variagdo genética observada nas
sequéncias do marcador mitocondrial regido controle. As cores representam os diferentes perfis
genéticos obtidos
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No gue se refere aos dados concatenados, o modelo HKY (Hasegawa- Kishino-
Yano) + | + gamma foi selecionado como o melhor modelo que explica a evolucao dos
sitios. Para o gene COI, o modelo TPM2uf foi selecionado como o melhor modelo que
explica a evolugao dos seus sitios perante as sequéncias obtidas.

A topologia bayesiana obtida com os dados concatenados (Figura 18),
revelaram também a presenca de duas 2 espécies nos zoologicos brasileiros. Além
disso, nao foi possivel identificar nos animais analisados linhagens genéticas
eventualmente perdidas ou de baixa frequéncia na natureza. Na topologia o exemplar
pertencente ao zoolégico de Curitiba se agrupou com uma variante a espécie G.
camelopardalis e seu sinbnimo G. c. rothschild, mostrando que exemplar do Zoo de
Curitiba € uma girafa nubia, da sub-espécie G. camelopardalis camelopardalis. Tal
agrupamento se relacionou mais proximamente com uma variante da espécie G.
reticulata, com suporte de ramo abaixo de 50%. Os demais exemplares aqui
analisados, pertencentes as outras instituicdes, se agruparam com as sub-espécies
angolana (Giraffa girafa angolensis) e aquela outra do Sul da Africa (G. g. giraffa).
Alem disso, é observado na topologia sinais de divisbes filogenéticas (n&o

monofiletismo) em G. giraffa e G. camelopardalis (Figura 18).
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Brasilia 1
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Itatiba

—: Giraffa giraffa angolensis (LT628403.1/LT628376.1)
Pomerode 1

Pomerode 2
Séo Paulo 1
Séo Paulo 2
Sao Paulo 5

Giraffa giraffa angolensis (LT628408.1/L.T628381.1)
Séo Paulo 4

—: Giraffa giraffa giraffa (HG975104.1/HG975206.1)

Giraffa giraffa giraffa (HG975150.1/HG975252.1)

Giraffa giraffa angolensis (LT628415.1/LT628388.1)
: _E Giraffa giraffa giraffa (HG975103.1/HG975205.1)

Giraffa giraffa giraffa (LT628421.1/LT628394.1)

Giraffa giraffa giraffa (HG975093.1/HG975195.1)

Giraffa giraffa giraffa (HG975170.1/HG975272.1)

[ Giraffa thornicrofti (HF571167.1/HF571209.1)
1

Giraffa tipp hi (HG975163.1/HG975265.1)
Curitiba
Giraffa pardali; pardalis (MG262292.1/MG257959.1)
Giraffa c: pardalis ro (HG975137.1/HG975239.1)
Giraffa pardalis rothschildi (HG975138.1/HG975240.1)
Giraffa reticulata (LT628412.1/L.T628385.1)
= Giraffa camelopardalis camelopardalis (MG262282.1/MG257949.1)
L | Giraffa pardalis pardalis (MG262281.1/MG257948.1)
Giraffa P is camelopardalis (LT628395.1/L.T628368.1)

l_: ‘Giraffa camelopardalis peralta (MG262298.1/MG257965.1)
1

Giraffa camelopardalis peralta (MG262301.1/MG257968.1)

Giraffa c lopardalis peralta (HG975188.1/HG975290.1)

Giraffa reticulata (LT628410.1/L.T7628383.1)
lata (LT628413.1/LT628386.1)

057 'Giraffa reti
4|_‘— Giraffa reticulata (KY865165.1/KY865127.1)

Giraffa reticulata (KY865164.1/KY865129.1)

(KY865166.1/KY865130.1)

1 Giraffa

(KY865167.1/KY865128.1)
Giraffa reticulata (MG262294.1/MG257961.1)

dalis antiquorum (MG262283.1/MG257950.1)

7 Giraffa P
|+'_‘ Giraffa c P p

is (LT628417.1/LT628390.1)

i Giraffa P antiquorum (MG262284.1/MG257951.1)
Giraffa dalis antiquorum (HG975179.1/HGA75281.1)
Okapia j i (HF571175.1/HF571214.1)

Figura 18. Arvore bayesiana obtida a partir das sequéncias concatenadas de Citocromo b e regido
controle, demonstrando as relagdes filogenética entre os individuos do Brasil e os exemplares com
dados no GenBank. Os valores sobre os ramos indicam o suporte de ramo das probabilidades

posteriores maiores que 50%.
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Figura 19. Arvore bayesiana obtida a partir de 744 pb dos dados concat enados entre os individuos do Brasil e os dados das sub-espécies obtidos do
GenBank. A direita na primeira coluna os padrdes de pelagem propostos pela Giraffe Conservation Foundation (2017) na ordem en contrada na filogenia.
Os outros representam os padrées encontrados em cada zool6gico do estudo alinhados aos clados que pertencem cada espécie. Beto Carrero (Rosa),
Pomerode (Azul claro), Brasilia (Laranja claro), Itatiba (Laranja escuro), Sdo Paulo (Azul) e Curitiba (Vermelho). Os valores sobre os ramos indicam o
suporte de ramo das probabilidades posteriores acima de 50%.
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As sequéncias obtidas pelos dados concatenados definiram 32 haplotipos, que

apresentam niveis de diversidade genética globais de Hd= 0,14 e m= 0,037 (Tabela
7).

Tabela 7. Sintese dos resultados de diversidade genética obtidos pelas sequéncias concatenadas

Variantes haplotipicas Diversidade Diversidade
haplotipica (Hd)  nucleotidica (1)

Giraffa c. antiquorum Hapl; Hap2; Hap3 0,09 0,010
Giraffa c. peralta Hap7; Hap8; Hap9 0,09 0,001
Giraffa c. camelopardalis Hapl; Hap4; Hap5; Hap6 0,125 0,011
Giraffa reticulata Hap10; Hap11; Hap12; Hap13; 0,187 0,014
Hapl4; Hapl5; Hapl16; Hapl7
Giraffa tippelskirchi Hapl8; Hap19 0,06 0,012
Giraffa g. angolensis Hap20; Hap2l; Hap22; Hap23; 0,281 0,020
Hap24; Hap25; Hap26; Hap27;
Hap28
Giraffa g. giraffa Hap23; Hap29; Hap30; Hap31, 0,156 0,002
Hap32
Total spp. 32 Hd média= 0,14 11 média= 0,03
Curitiba Hap6
Itatiba Hap30
Pomerode Hap23
Beto Carreiro Hap22
Brasilia Hap30
Sao Paulo Hap23
Total Brasil 4

A rede haplotipica pelos dados concatenados mostrou que o0s animais do
Zooldgico Beto Carrero compartilham um haplétipo (Hap22) com a sub-espécie G. g.
angolensis. Os animais dos Zoologicos de Pomerode e Sdo Paulo compartilham um
hapldtipo (Hap23) com as subespécies G. g. giraffa e G.g. angolensis e 0s zooldgicos
de Brasilia e Itatiba compartilham um haplétipo (Hap30) com as subespécies G. g.
giraffa. O exemplar de Curitiba compartilha um haplétipo (Hap6) com a subespécie

Giraffa camelopardalis camelopardalis (Figura 20).
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Figura 20. Rede haplotipica obtida pelos dados concatenados de girafas, apresentando as
relacbes genealdgicas entre os haplétipos dos individuos amostrados e das espécies obtidas no
GenBank. Cada cor representa a espécie do haplétipo encontrado. O tamanho dos circulos é

proporcional a frequéncia dos haplétipos e os tracos e nimeros sobre as linhas que os conectam,
representam o nimero de mutacdes presente entre eles.

A amova realizada para os dados concatenados, mostrou que 0 maior

percentual de variancia genética esta entre as populagdes. Os indices de fixacédo (Psr)
foram de 0,749. (Tabela 8).



Tabela 8. Analise da variancia molecular de todo o conjunto de dados concatenados das
girafas em cativeiro (Brasil) e da natureza. gl = graus de liberdade
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Fontes de gl Soma dos Componentes Percentual da
variacéo quadrados da variancia variacao
Entre as 12 626.815 11.53255 Va 75.00
populactes

Dentro de 44 169.185 3.84510 Vb 25.00

populactes
Total 56 796.000 15.37766

Psr= 0.74996

Tabela 9. Desvios estatisticos (®sr) entre os clados observados de G. giraffa e G.
camelopardalis diante dos dados concatenados (p < 0,1).

G. giraffa Clado 1 Clado 2 Clado 3

Clado 1 - 0,93 -

G. camelopardalis

Clado 1 - 0,706 0,709

Clado 2 - - 0,666

G. reticulata 0,658 0,593 0,638
(a) G. giraffa

Clado 1: Beto carreiro 1, 2, 3 e 4; KY865149.1, HG975126.1, HG975125.1, KY 865174.1, KY865163.1,
KY865142.1, HG975118.1, KY865145.1, KY865148.1

Clado 2: S&o Paulo 1, 2, 3, 4 e 5; Itatiba; Pomerode 1 e 2; Brasilia 1 e 2, LT268403.1, HG975093.1, LT268421.1,
LT628408.1, HG975170.1, HG975103.1, HG975157.1, HG975104.1, HG975150.1

G. camelopardalis
Clado 1: Curitiba, HG975138.1, HGQ75137 1, MG262292.1,

MG262282.1,MG262281.1, LT62839
Clado 2: MG262301.1, MG262298.1, MG262298
Clado 3: MG262284.1, LT628417.1, HG975179.1, MG262283.1
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A tabela 9 mostra as magnitudes das diferengas estatisticas (Pst) observadas
entre os clados de G. giraffa, entre os clados de G. camelopardalis e estes em realcéo
a espécie G. reticulata, pelos dados concatenados. Tais diferencas variaram de 0,66
(entre os clados 2 e 3 de G. camelopardalis) até 0,93 (entre os clados 1 e 2 de G.
girafa). Pelos dados de COL foi observada uma diferenca (®st) de 0,85 entre os clados
de G. giraffa (Tabela 9).

A estimativa das diferencas estatisticas (Fst) par-a-par entre todos os
exemplares de girafa analisados dos Zoos brasileiros e, entre estes e as trés
subespécies de girafa, mostrou o Fst variando desde de -0,51 (entre os exemplar do
Zoo de Curitiba e a espécie G. camelopardalis) até 1,0 (p.ex. entre o exemplar do Zoo

de Pomerode e aquele de Curitba) pelos dados concatenados (Tabela 10).



Tabela 10. Valores de Fsrpar-a-par entre obtidos dos dados concatenados entre trés subespécies de girafa e todos os individuos analisados

dos Zooldgicos do Brasil.
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Pela analise de estruturacdo bayesiana (BAPS) foram identificados quatro
perfis genéticos (k=4) para os dados concatenados. Um deles (em amarelo) é tipico
de Giraffa giraffa e uma parte dos exemplares do Brasil. Um outro perfil (em vermelho)
caracterizou parte de G. giraffa, é tipico de Giraffa tippelskirchi e parte dos exemplares
do Brasil. Outro perfil (em azul) é tipico de G. reticulata. Um ultimo perfil (verde) é
compartilhado entre parte de Giraffa reticulata, G. camelopardalis, além de uma parte

nos exemplares do Brasil (Figura 21).

G. camelopardalis G. reticulata G. giraffa Brasil
tfppe!skfrchf

Figura 21 Andlise de estruturacdo genética BAPS da variacao genética observada nas sequéncias
concatenadas Citocromo b e regido controle. As cores representam os diferentes perfis genéticos
obtidos.

Pelos métodos de delimitacdo molecular de espécies para o gene COI, a funcao
localMinima do pacote prop6s um valor de 6timo threshold (OT) de 0.007951 (0.79%),
equivalente a 4 pb para este conjunto de dados. Quatro MOTUs foram identificadas a
partir deste valor pela abordagem de distancia (Figura 22). Uma das MOTUs
representa a espécie G. giraffa e inclui os exemplares do Zoo Beto Carrero e um
exemplar do Zoo de S&o Paulo. A outra MOTU representa a espécie G. camelopardalis
(Voucher) e inclui os exemplares dos Zoos de Brasilia e Itatiba, um exemplar dos Zoos
de Sao Paulo e um exemplar do Zoo de Pomerode. A terceira MOTU representa um
exemplar do Zoo de Pomerode e a quarta inclui a espécie G. camelopardalis,
exemplares de G. camelopardalis da WAZA e o exemplar do Zoo de Curitiba. J4 as
andlises baseadas nos modelos de coalescéncia apresentaram resultados distintos. A
analise GMYC identificou a presenca de seis MOTUs (Figura 22). A primeira MOTU
representa a espécie G. giraffa e inclui os exemplares do Zoo Beto Carrero e um

exemplar do Zoo de S&o Paulo. A segunda MOTU representa a
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os exemplares dos Zoos de Brasilia e Itatiba, além de um exemplar do Zoo de Sao
Paulo. Ja a teceira MOTU representa a espécie G. camelopardalis (Voucher), a quarta
e a quinta representam um exemplar dos animais do Zoo de Pomerode em cada. A
sexta MOTU inclui a espécie G. camelopardalis, exemplares de G. cameloparda da
WAZA e o exemplar de Curitiba. Ja a analise de bPTP identificou sete MOTUs (Figura
22). A primeira MOTU compreende a espécie G. giraffa e inclui os exemplares do Zoo
Beto Carrero e um exemplar do Zoo de Sao Paulo. A segunda MOTU representa a
os exemplares de Brasilia, Itatiba, e os restantes do Zoo de Sao Paulo. Ja a teceira
MOTU representa a espécie G. camelopardalis (Voucher), a quarta e a quinta
representam um exemplar dos animais de Pomerode em cada. A sexta MOTU inclui a
espécie G. camelopardalis e o exemplar do Zoo de Curitiba. A sétima MOTU inclui

exemplares de G. cameloparda da WAZA.

{Bem Carrero 1

(Beto Carrero 3

|:|Bem Carrero 2
Giraffa g. angolensis AP003424.1

Girgffa g angolensis NC012100.1
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Figura 22. Topologia bayesiana gerada no BEAST, demonstrando as relacdes evolutivas e as
MOTUs identificadas pelas analises de delimitagdo de espécies baseadas em distancia e
coalescéncia (GMYC e bPTP) entre as amostras de Giraffa sp para o marcador mitocondrial COI.
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Com base em todo o conjunto de informacdes obtidas neste estudo, foram
estabelecidas relacbes taxonémicas e genéticas entre os exemplares dos Zoos
brasileiros (Tabela 11) e estes com as espécies e sub-espécies identificadas na
natureza (Tabela 12). Em sintese, estes quadros mostraram que a girafa Pandinha
(Curitiba) pertence a uma espéce diferente das demais girafas do Brasil, os individuos
do Zoo do Beto Carrero (Gigrande, Bin, Savanah e Catarina) pertencem a mesma
subespécie e tem parentesco, assim como os individuos do Zoolégico de Sdo Paulo
(Palito, Bernardo, Mel, Safira e Agatha). Os exemplares do Zooldgico de Pomerode
(Leninha e Ethemba), Brasilia (Yaza e Yvelise) e Itatiba (Ayanna) pertencem a mesma
subespécie que os exemplares do Zoologico de Sao Paulo. As tabelas 9 e 10 oferecem
uma orientacdo sobre as melhores estratégias de acasalamentos, com base nas
relacdes taxonémicas (especificas e sub-especificas) e genéticas aqui reconhecidas.
No geral, foram recomendados os 10 melhores acasalamentos entre machos e fémeas
do plantel brasileiro de girafas (Tabela 13) e os 15 melhores acasalamentos entre 0s
exemplares do plantel brasileiro e as espécies e sub-espécies na natureza (Tabela
14).
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Tabela 11- Rela¢des taxondmicas e genéticas entre machos e fémeas dos zoolégicos brasileiros analisados neste estudo. N =
espécies diferentes; S = mesma espécie; Sx = mesma espécie consanguineos; Sn = mesma espécie, mas diferente subespécie.

Leninha Ethemba Savanah Catarina Yaza Yveli Ayanna Mel Safira Agatha Pandinha
Gigrande Sn Sn SX SX Sn Sn snS ©€gn Sn Sn N
Bin Sn Sn SX SX Sn Sn Sn Sn Sn Sn N
Palito S S Sn Sn S S S Sx Sx SX N
Bernardo S S Sn Sn S S S Sx Sx SX N

Tabela 12- Relagdes taxondmicas e genéticas entre as espécies e 0s animais dos zooldgicos brasileiros analisados neste estudo. N = espécies diferentes; S
= mesma espécie/subespécie

Leninha Ethemba Gigrande Bin Savanah Catarina Yaza Yveli Ayanna Palito Mel Bernardo Safira Agatha Pandinha
G.c. N N N N N N N N N N N N N N S
camelopardalis
G.c. N N N N N N N N N N N N N N N
antiquorum
G. c. peralta N N N N N N N N N N N N N N N
G. reticulata N N N N N N N N N N N N N N N
G.g. N N S S S S N N N N N N N N N
angolensis
G. g. giraffa S S N N N N S S S S S S S S N
G. tippelskirchi N N N N N N N N N N N N N N N




75

Tabela 13 - Recomendactes de acasalamento entre machos e fémeas dos zoolégicos brasileiros analisados neste estudo.
Vermelho = ndo recomendado, Verde = recomendado.

Leninha Ethemba Savanah Catarina Yaza Yveli Ayanna Mel Safira Agatha Pandinha

Gigrande
Bin

Palito

Bernardo

Tabela 14. Recomendacgdes de acasalamento entre os espécimes dos zooldgicos brasileiros analisados neste estudo com as subespécies de girafa
na natureza. Vermelho = ndo recomendado, Verde = recomendado.
Leninha Ethemba Gigrande Bin Savanah Catarina Yaza Yveliser Ayanna Palito Mel

Bernardo Safira Agatha Pandinha

G. c. camelopardalis
G. c. antiqguorum
G. c. peralta
G. reticulata
G. g. angolensis

G.g.graffa || | ! ' | | | |

G. tippelskirchi ‘ ‘
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5 DISCUSSAO

5.1 TAXONOMIA INTEGRATIVAE A DIVERSIDADE ESCONDIDAE ONTROVERSA
DAS GIRAFAS

A taxonomia integrativa representa uma das melhores inovagdes na ciéncia
taxondmica tradicional, onde por congruéncia ou acumulacéo de conjuntos diferentes
de dados, permitem a formulacdo de hipéteses mais consistentes sobre a diversidade
biolégica (PADIAL et al. 2010). Além disso e, mediante a estratégia da interacéo entre
diferentes conjuntos de dados, a taxonomia integrativa passa a ser fundamental na
tomada de decisGes sobre a conservacdo das linhangens doravante identificadas
(JOHNSON et al. 2018).

Existe um esforco mundial para o incremento da magnitude dos dados
moleculares em termos gendmicos, objetivando a recuperacdo de relacdes
filogenéticas e o uso disso como ferramenta taxonémica. Contudo, evidéncias também
tém mostrado que um esfor¢o laborial incrementado nem sempre é necessario, ja que
evidéncias mitocondriais singlelocus refletem a mesma hipotese de um conjunto de
dados gendmicos de grande magnitude (VENKATRAMAN et al. 2019). Como exemplo,
A girafa Massai (G. tippelskirchi) € grupo irmao das girafas da Africa do Sul e angolana
(G. girafa) (BOCK et al. 2014; FENNESSY et al. 2016). As topologias bayesianas para
os marcadores Citocromo b e regido controle, quando analisados isolados e de forma
concatenada recuperaram essa relacdo, mesmo com a adicdo dos dados dos
exemplares estudados do Brasil. O DNA mitocondrial como ferramenta taxonémica
tem sido amplamente utilizado para este fim em varios grupos de vertebrados como
aves (SAIOTH et al., 2014; MENDONZA & GONZALEZ, 2016), répteis e anfibios
(MURPHY et al., 2013; CHAMBERS & HEBERT, 2016; CORREIA et al. 2018), peixes
(CUTARELLI et al., 2014; GUIMARAES et al. 2019) e mamiferos (AGRIZZI et al., 2012;
SILVA-NETO et al., 2016; FENNESSY et al., 2016; SOLARI et al. 2019). Assim, 0s
resultados do presente estudo reforgaram a eficacia no uso das regides mitocondriais
como técnicas moleculares de identificacdo das espécies, como o atual caso das
girafas.

As andlises genéticas e a morfologicas ja sugeriram que ha mais de uma
espécie de girafa na natureza (BOCK et al. 2014; FENNESSY et al. 2016; WINTER et
al. 2018). As topologias bayesianas obtidas a partir dos conjuntos de dados analisados

isoladamente e também quando concatenados, juntamente com a identificacéo por
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padrdo de pelagem, apontam para a existéncia de duas espécies nos zooldgicos
brasileiros. As probabilidades posteriores observadas nas filogenias bayesianas pelos
trés marcadores sustentam tal hipétese, ja que os suportes dos clados foram bem altos
(94 e 100%). Portanto, exceto o exemplar do Zoo de Curitiba cujos resultados
mostraram que 0 mesmo pertence a espécie Giraffa camelopardalis (CO1) e da sub-
espécie G. c. camelopardalis (topologias de dados isolados e concatenados), o plantel
de animais dos demais Zoos pertencem a espécie Giraffa girafa (topologia CO1), da
sub-espécies G. g. angolensis (Zoo Beto Carreiro; topologias de dados isolados e
concatenados) e G. g. girafa (demais Zoos). A rede haplotipica suporta essas
hipéteses devido ao compartilhamento dos hapl6tipos observados nos animais aqui
estudados com aqueles das espécies na natureza. Além disso, a comparagcdo do
padrdo de pelagem e da presenca/auséncia do terceiro ossicone nos animais
estudados, com aqueles que séo tipicos de cada espécie (Giraffe Conservation
Foundation 2017), confirma a hipétese das espécies e sub-espécies aqui apresentada
(Figura 19).

Apesar de ser identificado como pertencente a espécie Giraffa giraffa, no que
diz respeito a comparacao de pelagem de um exemplar de Sédo Paulo (Figura 10F),
foi observado um padréo diferenciado dos demais exemplares. Lee et al (2018)
observou uma variagdo do formato de machas em uma populacdo de Giraffa
tippelskirchi. Além disso é apontado diferencas no pardo de pelagem dentro das
populacdes de girafas (Dagg, 2014). Isso pode ser mais uma evidencia de variacdes
individuais dentro de uma espécie. Além de demonstrar a importancia de uma analise
integrativa para identificagdo de espécies.

O cabdigo de barras de DNA é uma abordagem padronizada e é utilizada para
identificar espécies a partir de sequéncias de DNA (de CARVALHO, 2014). Essa
técnica utiliza a regido mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade | (CO1) para
fornecer uma forte resolucdo em nivel de espécie para diversas espécies selvagens
(CAl et al., 2016). Uma das abordagens mais recentes é a Delimitacdo Molecular de
Espécie, que visa identificar as MOTUs (Unidades Operacionais Taxonfémicas
Moleculares). Os dados de COI aqui obtidos, juntamente com os dados disponiveis
nos bancos de dados permitiram a identificacdo de seis unidades pelo método GMYC,
sete pelo método o bPTP e quatro pela analise de distancia.

A unidade |, sustentada pelas trés analises de delimitacdo molecular de

espécies apontou que todos os individuos do Zoo Beto Carrero e um individuo do Zoo
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de S&do Paulo (Sdo Paulo 1) pertencem a espécie Giraffa giraffa. Tal resultado
recupera aquele obtido pelas topologias de Citocromo b e aquelas dos dados
concatenados, assim como a analise morfoldgica da pelagem e dos ossicones, que
também mostrou uma maior semelhanca destes exemplares com a referida espécie.
Portanto, pela congruéncia entre todos os conjuntos de dados € reforcada a
identidade destes exemplares.

A unidade I, a rigor sustentada pelos métodos GMYC e bPTP, ndo agrupou
com nenhuma espécie ja identificada pelos bancos de dados. Tal unidade também se
faz presente pela andlise de distancia, mas com a inclusdo de exemplares do Zoo de
Pomerode e uma sequéncia CO1 de um espécime voucher de Giraffa camelopardalis
obtida no genbank (JF444302.1). A combinacdo dos trés métodos de delimitagéo,
acrescido da sequencia CO1 de referéncia sugeriria que esse clado representasse
elementos da espécie G. camelopardalis. Contudo, tal hipotese faria com que G.
camelopardalis fosse nao-monofilético, uma vez que outro clado composto por
sequéncias CO1 de exemplares diferentes e o exemplar do Zoo de Curitiba mostrou
um suporte de ramo de 100% de probabilidade posterior. Além disso, ndo ha evidéncia
anterior de que G. camelopardalis ndo seja um grupo natural. Ao analisar as
informagdes da sequéncia CO1 voucher de G. camelopardalis no genbank, seu
depdsito foi feito em 2011, cerca de cinco anos antes da primeira forte evidéncia da
existéncia das quatro espécies (FENNESSY et al. 2016). Assim, é consistente concluir
gue tal designacdo para esta sequencia voucher seja por simples ado¢cdo do nome
original das girafas. Por outro lado, ao confrontar as trés filogenias obtidas, as
topologias sdo muito congruentes, onde cada qual ilumina reciprocamente as outras
duas. Comparando todos os resultados é possivel melhor concluir entdo que os
individuos Brasilia 1 e 2, Itatiba, Sdo Paulo 2, 3, 4 e 5 e Pomerode 1 e 2 pertencam a
espécie Giraffa giraffa. Tal evidéncia é apoiada pelas topologias obtidas pelos dados
analisados isoladamente e aqueles analisados de forma concatenada. Além disso, o
padrdo de pelagem reforcou essa hipotese, dado que a regido geogréfica africana
onde ocorre G. giraffa apresenta o padrdo de pelagem bem similar aos exemplares
dos Zoos estudados (Figuras 6 e 7).

A unidade VI (GMYC e bPTP) e V (Distancia) permite concluir que o individuo
do Zoolbégico de Curitiba pertenca a subespécie G. c. rothschild, sinbnima da
subespécie G. c. camelopardalis com 98% de probabilidade posterior Isso foi também

apoiado pelos marcadores citocromo b, regido controle (isolados e concatenados) e o
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padrdo de pelagem. Desta maneira, os dados aqui obtidos pelas diferentes anélises
de delimitacdo de espécies, diante dos dados de COI, é mais uma ferramenta que
pode ser utilizada para delimitar espécies de girafa. Tal abordgem vem sendo
praticada para espécies mamiferos, incluindo espécies da ordem Artiodactyla (ECHI
et al. 2013; KUMAR et al. 2017; BHASKAR et al. 2020).

Apesar da resolucdo obtida para identificar as espécies das girafas abrigadas
nos Zoolégicos do Brasil, alguns resultados controversos puderam ser observados ao
analisar as filogenias obtidas. Um destes resultados, como mencionado acima, &
aquele relativo a sequéncia CO1 voucher capturada do genbank. Um outro é a
incluséo de um elemento de G. reticulata (LT628412.1/L.T628385.1) dentro do clado
de essencialmente G. camelopardalis, o que parece ser um caso de erro de
nominacdo deste exemplar. Esta hipétese se sustenta pela existéncia de um outro
clado bem resolvido de G. reticulata (95% de probabilidade posterior) nas topologias
dos dados analisados isoladamente, bem como aqueles concatenados. As redes
haplotipicas se mostraram como evidéncias que reforcam a nossa hipotese de erro de
nominagdo, uma vez que recuperaram o compartilhamento das sequéncias desse
exemplar com a espécie G. camelopardalis. Adotar a hipétese de compartilhamento
de haplétipos entre duas espécies é considerar introgressao entre as espécies ou
heteroplasmia mitocondrial. Devido a falta de evidéncias que apoiariam introgressao
ou heteroplasmia, a hipotese do erro de nominacédo € reforcada pelos resultados
obtidos aqui.

Outros dois casos de incongruéncia séo (1) a divisdo de G. giraffa e (2) a divisdo
de G. camelopardalis. De acordo com todas as topologias obtidas, G. giraffa mostrou
ser composta por duas linhagens com excelente suporte de ramo, uma delas sendo
clado irméo de G. tippelskirchi. A divisdo de G. giraffa ja tinha sido demonstrada na
literatura com conjuntos de dados maiores em termos de pares de bases (BOCK et al.
2014; FENNESSY et al. 2016) do que aqueles obtidos aqui. Cabe mencionar que
mesmo com a adicdo dos dados das girafas do Brasil a divisdo se manteve, o que
reforca a hipétese. Giraffa giraffa € uma espécie cuja distribuicdo geografica abrange
a regido mais a Sul do continente africano (O"COONOR et al 2019). A associacao dos
dados aqui obtidos com aqueles da literatura, bem como da distribuicdo geografica
revela que a divisdo de G. giraffa é claramente no nivel das duas sub-espécies: G. g.
angolensis de distribuicdo centro-oeste e G. g. giraffa de distribuicdo centro-leste,

ambas na regido mais a Sul da Africa.
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A regido centro-oeste do Sul da Africa € tipicamente de clima semi-arido a
desértico, com taxas de precipitagdo anual menores do que 500mm/ano (BOTAI etal.
2018). Em alguns lugares a precipitagdo é menor do que 20mm/ano (WHITE 1983,
SAYRE et al. 2013) e de composicao floristica herbaceo-arbustiva (IVORY etal. 2018).
Ja a regido centro-leste € de clima Uumido tendendo a tropical, com taxas de
precipitacdo anual entre 500 e 1400mm/ano (WHITE 1983; SAYRE et al. 2013), de
composicdo floristica caracterizada pela presenca de arvores e denominada de
woodlands, que representam paisagens portadoras de arvores entre 40 a 80% de
dossel (WHITE 1983; IVORY et al. 2018). Alguns estudos tém demostrado uma
associacao entre dados climaticos e da influéncia da transi¢cdo da paisagem sobre o
fluxo génico dentro das espécies. Um caso recente € o do roedor Neotropical
Hylaeamys megacephalus que revelou ser composto por trés clados, um deles
exclusivo da area de Cerrado, tipicamente mais seco do que a Amazo6nia que abriga
os outros dois clados (MACHADO et al. 2019).

Em Tropidurus semitaeniatus foi também observado uma clado com variacées
genéticas exclusivas da Caatinga, quando comparado as outras areas de distribuicdo
da espécie de maior umidade como a Floresta Atlantica do Sudeste do Brasil
(WERNECK et al. 2015). Na regido Sul da Africa um lagarto (Trachylepis varia) cuja
distribuicdo geogréfica sobrepde aquela observada nas sub-espécies de G. giraffa,
mostrou ser composto por pelo menos dois clados: um delas restrito a area arida de
Angola e outro plenamente distribuido pela area umida de Mocambique, Zimbabue e
Africa do Sul (WEINELL & BAUER 2018). Os dados obtidos no presente estudo
mostraram desvios estatisticos (FST) bastante elevados entre a variagdo genética da
sub-espécie da zona arida (G. g. angolensis) em relacdo aquela da zona Umida do
Sul da Africa (G. g. giraffa), da ordem de 0,93 pelos dados concatenados (Tabela
9). Desvios FST similares, mais baixos ou mais altos ja foram considerados como
evidéncias de linhagens cripticas de diversos grupos de vertebrados (CRAIG et al.
2009; FAZOLATO et al. 2017; SAUVE et al. 2019), especialmente em mamiferos
(SILVA et al. 2018; ROCHA et al. 2018; NASCIMENTO et al. 2019). Portanto a
integracéo de todos os dados permite sugerir que na regido Sul da Africa pode existir
mais diversidade escondida em G. giraffa do que aquela supostamente existente. Os
resultados referentes aos trés métodos de delimitagdo molecular de espécies obtidos
agui mostraram, com significativos suportes de ramos a existéncia de dois clados de

Giraffa giraffa, um deles com elementos da subespécie G. g. angolensis. Assim, a
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topologia com sequencias CO1 aparece como evidéncia aditiva que reforga a hipotese
de diversidade criptica das girafas na regido Sul da Africa.

Consideracdes similares podem ser mencionadas sobre a divisao filogenética
observada em G. camelopardalis. Diante dos resultados filogenéticos com os dados
concatenados, dois clados ndo reciprocamente monofiléticos puderam ser
observados. Isso implica em dois episddios evolutivos associados a essa diversidade
ainda mal explicada e abrigada no nome G. camelopardalis. De acordo com a datacéo
molecular de Bock et al. (2014) o primeiro episédio teria ocorrido por volta 780 mil anos
atras. Isso dividiu a linhagem ancestral de G. camelopardalis, originando a sub-especie
G. c. antiquorum e a linhagem ancestral comum de G. reticulata + G. c.
camelopardalis. Este ultimo grupo teria se originado por volta de 650mya (BOCK et al.
2014). Os dados mais atuais sobre a distribuicdo geogréfica destas linhagens
(O"CONNOR et al. 2019) indicam que tal divisdo esta associada a fenda principal do
Rift Valley do Leste Africano, entre Sudoeste da Etiépia e o Sul do Sudéo. Os dados
aqui obtidos revelaram uma diferenca estatistica (PST) entre estes clados de ordem
de 65%, o0 que sugere uma historia de separacdo muito antiga. Portanto, a unido de
todos estes elementos sugere uma possivel origem vicariante entre G. reticulata +G.
c. camelopardalis.

Tendo em vista os fendmenos descritos sobre a diversidade escondida em
Giraffa giraffa e G. camelopardalis, associadas as paisagens adaptativas
descontinuas por descontinuidade climatica ou feicdes geomorfoldgicas particulares,
€ importante tratar tais linhagens descontinuas como unidades evolutivas
independentes. A deteccdo de unidades evolutivas independentes exige que as

mesmas sejam manejadas de forma independente em termos conservacionistas.

5.2 DIVERSIDADE GENETICA DE Giraffa spp. NOS ZOOLOGICOS DO BRASIL

A diversidade genética € considerada o principal componente a ser preservado
em uma perspectiva de conservacao da biodiversidade (MORTIZ 2002; FRANKHAM
et al. 2008). Na perspectiva do manejo genético, os objetivos de qualquer programa
de conservagdo em zoolégicos podem ser alcancados evitando a reducdo da
diversidade genética. Os resultados do atual estudo identificaram um baixo nimero
de haplotipos, onde as 15 amostras definiram apenas 4 hapldtipos. Isso mostra que a

populacéo de girafas no Brasil poderia contribuir geneticamente com as populacdes
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naturais em 12,5% do total de 32 haplotipos conhecidos na natureza. Em face dos
dados obtidos se sugere que a importacdo de exemplares da natureza deve privilegiar
fémeas das 32 linhagens genéticas observadas, relativas as espécies atualmente
reconhecidas. Tal sugestdo permitiria além de aumentar o tamanho efetivo da
populacdo e manter sob os cuidados do cativeiro 0 mesmo repertorio genético da

natureza, potencializando a conservagao.

Analisando cada Zoolégico individualmente, os dados permitem recomendar
gue os Zoos com maior plantel (Sdo Paulo e Beto Carreiro) recebam contribuicao
genetica da natureza de uma das quatros espécies somente: Giraffa giraffa. E
importante recomendar que os exemplares do Zoo de Sao Paulo recebam
contribuicdo de apenas um dos grupos evolutivos de G. giraffa, tendo em vista o
relacionamento filogenético mais estreito destes com este grupo, diante de todas as
topologias obtidas. Ja o exemplar do Zoo de Curitiba pode receber contribuicdo de
apenas um dos grupos evolutivos de G. camelopardalis. Todas as topologias obtidas
aqui, além das redes haplotipicas apoiam tal recomendacéo. Isso € critico porque a
girafa Masai (G. tippelskirchi) é considerada ameacada e os dados aqui reunidos
apoiam isso, uma vez que apresentou indices de diversidade haplotipica muito baixos
e perfil genético Unico pela andlise de estruturacdo bayesiana. Além destas sugestdes,
€ recomendavel a importacdo de fémeas prioritariamente de G. tippelskirchi, afim de
assegurar em ambiente cativo a diversidade genética da girafa Masai que esta na
natureza. Tais dados permitem sugerir estratégias de resgate genético, afim de
introduzir no futuro potencial evolutivo nesta espécie, preferencialmente oriundo da
linhagem evolutiva mais proxima; neste caso vindo de G. giraffa se for o caso. As
redes haplotipicas obtidas aqui sustentam tal recomendacéo, dado que a variante

genética da girafa Masai difere menos do haplogrupo de G. giraffa.

Classificadas como “Menos Preocupante” segundo a IUCN, assubespécies G.
g. angolensis e G. g. giraffa compreendem as Unicas subespécies que ja possuem tal
classificacdo. Apesar do seu aparente sucesso na questao da conservacao (DEACON
& TUTCHINGS, 2019), ainda € necessario manter individuos/popula¢cdes backups
para qualquer situagdo mais critica na natureza. Nossos estudos apontam que 90%
da populacéo de girafas nos zoos brasileiros pertencem a espécie Giraffa giraffa, que

pode servir como uma possivel fonte de resgate genético para eventuais situacoes.
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No entanto, as instituicbes precisam evitar a reproducao entre animais aparentados,
devendo realizar trocas de animais entre os parques zooldgicos. Manter a diversidade
genética quando possivel no maior patamar preserva as opg¢des futuras de manejo,
uma estratégia que se tornara cada vez mais importante a medida que o conhecimento
dos requisitos genéticos e demograficos das populacbes silvestres e cativas se
expandirem (BALLOU et al.,, 2010). Caso classicos e emblematicos de resgate
genético, com resultados positivos em poucas gera¢des em termos de incremento do
potencial evolutivo na natureza, foram aqueles desenvolvidos com o puma da Florida,
dos rinocerontes de Sumatra e dos lobos na Scandinavia (O"BRIEN et al. 1993; PIMM
et al. 2006; GOOSSENS et al. 2013; AKESSON et al. 2016).

Por outro lado, tomando como base as relagcdes genético-evolutivas
observadas no presente estudo no nivel sub-especifico, recomenda-se que o0s
exemplares do Zoo Beto Carreiro devem receber contribuicdo apenas com da
populacdo de giraffas do Sul da Africa, na sua regido mais arida (Sudoeste), ja que
agueles exemplares pertencem a sub-espécie G. g. angolensis. Na mesma linha de
orientacdes, todos os outros exemplares, exceto aquele do Zoo de Curitba, devem
receber contribuicdo apenas da outra populacao de giraffas do Sul da Africa, porém
na sua regido mais umida (Sudeste), j& que aqueles exemplares pertencem a sub-
espécie G. g. giraffa.No que se refere a estratégia de conservacao ex-situ entre as
Instituicbes do Brasil, seria muito recomendavel uma maior homogeinizacdo da
variagdo genética observada entre todas as Instituicbes, afim de ampliar a
representacado quantitativa da diversidade atualmente constatada. Neste sentido, as
tabelas 11 e 13 oferecem uma proposta de orientacdo das formacdes de casais e

potenciais familias de girafas nos Zoos do Brasil.

A hibridizacdo pode ser um problema de conservagdo muito importante
(ALLENDOREF et al. 2001), uma vez que pode diminuir o sucesso reprodutivo de uma
espécie. Desta forma para fins de manutencdo da populacédo brasileira de girafas,
perante o conjunto de dados aqui obtido, ndo seria recomendado o acasalamento do
exemplar de Curitiba (Pandinha) com nenhum macho das demais instituicbes, uma
vez que se trata de uma espécie diferente. Os individuos do Zoo Beto Carrero, apesar
de pertencerem a mesma subespécie, sdo todos aparentados, sendo Savanah méae

dos outros trés individuos. Acasalamentos consanguineos podem trazer problemas
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como perda de diversidade genética e sucessibilidade a doengcas (FRANKHAM et al.
2010). Em contrapartida os individuos machos do Zoolégico de Sdo Paulo, podem
acasalar com as femeas do Zoo Pomerode, Fundacé&o Jardim Zooldgico de Brasilia e

Zoo Parque lItatiba, uma vez que séo individuos da mesma subespécie.
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6 CONCLUSAO

Este estudo revela a existéncia de duas espécies de girafas nos zooldgicos do
Brasil. O zooldgico de Curitiba possui a espécie Giraffa camelopardalis, enquanto os
demais individuos dos outros zoologicos sao da espécie Giraffa giraffa. Apesar da
limitada quantidade de dados das espécies de girafa na natureza a utilizacdo de
analises de delimitacdo de espécies com o gene COIl demonstrou ser uma boa
metodologia para a identificacdo de espécies. Além disso, € demonstrado um erro de
nomeacao em um exemplar de G reticulata depositado no banco de dado (GenBank).
Este estudo permitiu observar uma incongruéncia na divisdo das espécies G. giraffae
G. camelopardalis sugerindo que ha diversidade criptica ainda ndo explorada nestas
espécies.

Os resultados deste estudo fornecem dados genéticos que podem em conjunto
a consideracdes logisticas elaborar planos de manejo para a populagcéo de girafanos
zoologicos brasileiros. Este trabalho firma um primeiro passo para o estabelecimento
de uma populacdo apropriada para possiveis planos de trocas entre zooldgicos,
reintroducao e recuperacao na natureza. Por fim este tipo de abordagem com algumas

modificacdes pode ser utilizado para estudos posteriores com a fauna ex-situ no Brasil.
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ANEXO A — RECOMENDACOES PARA OS ZOOLOGICOS

Enriqguecimento conservacionista da populacdo e do manejo reprodutivo de

girafas no Brasil: O DNA como informagao norteadora.

Nés obtivemos o perfil genético de 15 exemplares de girafas abrigadas nos
Zooldgicos de Pomerode, Beto Carrero, Curitiba, Brasilia, Itatiba e Sdo Paulo e os
comparamos coma aqueles das quatro espécies conhecidas na Africa. Nosso estudo
mostrou que o zooldgico de Curitiba possui a espécie Giraffa camelopardalis,
enquanto os demais individuos dos outros zoolégicos sdo da espécie Giraffa giraffa.
Além disso, o exemplar do Zoo de Curitiba pertence a subespécie G. c.
camelopardalis. Ja os demais exemplares pertencem as subespécies G. g. angolensis
(Zoo Beto Carrero) e subespécies G. g. giraffa (Zoos de Pomerode, Brasilia, Itatiba e
Sao Paulo). Tais informagdes podem enriquecer a formagéo da populagao brasileira
de girafas, assim como orientar o seu manejo reprodutivo, evitando hibridizacao e
consanguinidade. A analise dos dados concatenados nos permitiu de forma geral
concluir que o Brasil possui somente 12,5% da variedade genética observada na
natureza. Em termos mais especificos é observado que os zooldgicos do Brasil
possuem 40% da variante da subespécie G. g. giraffa e 11,1% da subespécie G. g.
angolensis. Com base nessas informacfes obtidas nds recomendamos a importacao
de animais de outras variantes genéticas para aumentar a diversidade do plantel
brasileiro, uma vez que foi observado uma baixa diversidade genética nos Zoos. Além
disso, é recomendavel presevar a diversidade que ja ocorre nos zooldgicos através de
técnicas de preservacdo de gametas de machos e fémeas para futuro enriquecimento
e renovacao da populacéo de girafas no Brasil.

No que diz respeito ao manejo reprodutivo entre os exemplares estudados é
recomendavel acasalar individuos da mesma subespécie afim de evitar hibridizagé&o.
Desta forma para fins de manutencdo da populacéo brasileira de girafas, perante o
conjunto de dados aqui obtido, ndo seria recomendado o acasalamento do exemplar
de Curitiba (Pandinha) com nenhum macho das demais instituicbes, uma vez que se
trata de uma espécie diferente. Os individuos do Zoo Beto Carrero, apesar de
pertencerem a mesma subespécie, sdo todos aparentados, sendo Savanah mée dos
outros trés individuos, dessa maneira também ndo é recomendavel o acasalamento

entre eles. Em contrapartida os individuos machos do Zool4gico de Sao Paulo, podem
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acasalar com as femeas do Zoo Pomerode, Fundacdo Jardim Zoolégico de Brasilia e

Zoo Parque lItatiba, uma vez que séo individuos da mesma subespécie.
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ANEXO B - DECLARACAO SOBRE PLAGIO
Eu, Marina de Souza Santos Falkowski, autora da dissertacao intitulada " Elucidando

a identidade das girafas no Brasil: uma abordagem molecular multiloci como
ferramenta norteadora para a conservacao ex-situ das espécies” a ser defendida 28
de fevereiro de 2020, através do Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Animal da
Universidade Federal de Pernambuco, declaro que:

1. A pesquisa apresentada nesta dissertacdo, exceto onde especificado,
representa minha pesquisa original.

2. Esta dissertacdo n&o foi submetida anteriormente para obtencdo de nenhum
grau em nenhuma outra instituicdo de ensino e pesquisa do pais ou do exterior.

3. Esta dissertacdo ndo contem dados de terceiros, nemfiguras, graficos ou outras
informacdes, a menos que devidamente especificado e devidamente creditado como
sendo fornecido por outra pessoa.

4. Esta dissertacdo ndo contem material escrito por terceiros, a menos que
devidamente especificado e creditado como sendo fornecido por outros
pesquisadores. Onde material escrito por terceiros foi usado, eu:

4.1 Re-escrevi o texto, mas a informacdo passada foi devidamente
referenciada.

4.2. Onde palavras exatas escritas por terceiros foram usadas, as mesmas

foram marcadas no texto em italico ou entre aspas e devidamente referenciadas.

5. Esta dissertagcdo ndo contem texto, graficos ou tabelas copiadas e coladas da
internet, a menos que especificamente creditado, e a fonte original devidamente

referenciada e datada na sesséo de Referéncias Bibliogréficas.
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