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Resumo: O javali (Sus scrofa) € uma espécie animal invasora no Brasil, causando prejuizo
ao ambiente, fauna selvagem e também aos animais domésticos. A obtengdo de amostras de
DNA através das fezes ¢ uma maneira eficiente e ndo-invasiva de conhecer a diversidade
genética em populacdes selvagens. Este trabalho testou estratégias de amostragem a campo
de fezes coletadas frescas (imidas) e secas, submetidas a0 armazenamento em caixa de
isopor com gelo no estado “in natura” ou em etanol 70%no Mato Grosso do Sul. O DNA foi
posteriormente extraido das amostras de fezes pelo Stool DNA Isolation Kit (NORGEN
BIOTEC). Foram coletadas 12 pelets fecais, sendo apenas dois frescos e umidos. Foram
realizadas 16 reagdes de extracdo de DNA. Em média, todas as solucdes obtidas tiveram
concentracdo acima de 180 ng/uL e absorvancia 260/280 (razdo) del,9, indicando que as
amostras de pelet fecal seco, a campo, foram estdveis para procedimento de estudos
genéticos. Contudo, o pelet imido forneceu melhores concentragdes de DNA e o uso de
tratamento em etanol ndo mostrou melhora no resultado da extragdo em pelets secos.

Palavras—chave: espécie invasora, pragas, prejuizos na paisagem agropecuaria

Introducio

O javali (Sus scrofa) ¢ uma espécie introduzida no Brasil. Devido a sua
capacidade de rapida multiplicagdo populacional e expansao de territorio, tornou-se
um problema para as lavouras e criatorios comerciais de varias espécies domésticas.
O javali ¢ responsavel por danos ambientais causados por trago de comportamento
de escavar mananciais de dgua e nascentes. E também uma ameaga sanitaria, pois
frequenta bebedouros e cochos nas areas silvestres, pecuarias e também as periferias
de habitagdes ou quintais. O Plano Nacional de Controle do Javali busca solugdes de
conter o aumento populacional e reduzir os prejuizos causados pelo invasor. A
estimativa do tamanho populacional de espécies ferais € o principal objetivo da
analise denominada captura-marca-recaptura (CMR). A CMR ¢ uma abordagem
estatistica baseada na genotipagem de DNA e tem sido usada no monitoramento de
populagdes, seja como abordagem principal ou complementar para 0 monitoramento
da vida selvagem (junto com os dados de imagens de cémaras, transmissor
radiofrequencia, etc.). Os métodos nao invasivos de amostragem de DNA incluem
materiais bioldgicos expostos ao ambiente, como fezes, saliva ou pelos - onde a
extracdo da molécula integra de DNA alvo pode ser um obstaculo para os resultados
da genotipagem, gerando dados imprecisos que necessitam de repetigdes para
aumentar a confianga nas estimativas de tamanho populacional (Moeller et al.,



2021). A atividade desta pesquisa teve o objetivo de padronizar o material ¢ a
técnica de coleta para a extragdo ndo-invasiva de DNA fecal de javali em vida livre
(Lampa et al., 2013), para as condi¢des de temperatura ¢ umidade do Mato Grosso
do Sul (MS).

Metodologia

A coleta de fezes de javali foi executada em trés areas de aproximadamente
1,0 km? onde a presen¢a da espécie foi relatada por produtores no Municipio de
Bonito, regido Sul do MS. Ao total, foram localizados 12 pelet de fezes de javali
durante o periodo de coleta (maio-junho, 2022) no campo, nos locais monitorados
pelo projeto. Foram coletadas no campo amostras de fezes em pelet seco (10) e
umido (2). As amostras secas sao endurecidas e fibrosas, mais limitantes ao
manuseio laboratorial. A fim de verificar se o pré-tratamento traria melhora na
qualidade do material bioldgico, quatro dessas amostras secas foram imediatamente
imersas em alcool etilico 70% por 48 horas. Todas as amostras foram
acondicionadas em gelo e transportadas para o laboratorio da Embrapa Pantanal.

Para a reacdo de extracdo, os pelet de fezes secos foram macerados, inclusive
aqueles armazenados imersos em alcool. Aliquotas de 200 mg foram adicionadas em
1,0 mL da solug¢dao de extracdo. (Lim et al., 2020). As aliquotas exatas para cada
reacdo de extragdo podem ser vistas na Tabela 1. O DNA foi posteriormente extraido
seguindo o protocolo Stoo/ DNA Isolation Kit / Spin Column (NORGEN BIOTEK). As
estimativas de concentracdo e pureza do DNA extraido foram obtidas por
espectrofotometro (NanoVue™ Plus Spectrophotometer, GE Helthcare). Os testes
estatisticos ndo paramétricos para verificar a diferenca entre os métodos foram
realizados no R.

Resultados e Discussio

A metodologia CMR de estudo populacional através de DNA ndo-invasivo ¢é
apontada por especialistas como um método eficaz de monitorar o controle
populacional da fauna (Flasko et al., 2017). Entretanto, o DNA-alvo obtido através
de amostras de fezes encontra-se no ambiente ja deteriorado e contaminado, gerando
erros e dificultando as etapas seguintes de genotipagem (Lampas et al, 2015).

A trilha inicial deste trabalho percorreu cerca de 1,0 km? em trés 4reas
previamente sinalizadas pelo avistamento de javalis (Lopo et al, 2022). A época de
junho foi escolhida por ser uma época de temperaturas amenas (14-25°C) e baixa
probabilidade de chuvas no Mato Grosso do Sul. Baixas temperaturas e fezes de
animais em estado congelado sdo ideais para trabalhos de DNA-ndo invasivo, por
aumentar a integridade do DNA extraido (Flasko et al, 2017). O nimero de pelet de
fezes encontrados no campo (12) foi abaixo do esperado, talvez devido ao
comportamento de grande deslocamento dos javalis no campo aberto e lavouras. A
obtencdo de amostras imidas e recentes foi minima (somente 2) e so foi localizada
proximo a mata bem ao amanhecer. Os pelet de fezes secos foram
proporcionalmente mais abundantes a campo e a imersdo do material em élcool foi
uma tentativa de melhorar a eficiéncia de armazenamento antes do processo de
extragdo de DNA (Lampas et al. 2015). Entretanto, observou-se na condicao do
ambiente que o pelet fecal ndo solubilizou e permaneceu sélido e fibroso nas
amostras imersas em etanol PA 70%.

As leituras do espectofotometro revelou estimativas de solugdes finais com
concentracdo média de 183 ng/ ul e razdo de pureza 1,9 (Tabela 1). As aliquotas
umidas foram mais pesadas (p<0,05) do que as secas e tratadas com etanol. Pelo



teste estatistico ndo-paramétrico, ndo houve diferenca (p>0.05) na concentracdo e
razao 260/280 entre os tratamentos. Entretanto, o pelet imido resultou numa
tendéncia numérica de maiores concentracdes de DNA na solugdo, mas nao
comprovada estatisticamente e pode ainda ser correspondente ao aumento de peso da
aliquota na reacdo. O pelet imido também foi considerado como material de coleta
mais raro, representando menos de 20% dos acessos. As etapas posteriores de
amplificagdo por PCR indicardo a usabilidade de amostras de DNA obtidas de fezes
de javali no MS para estudos de controle e monitoramento populacional.

Tabela 1 — Peso médio de aliquota por reacdo (mg), concentragdo de DNA (ng/ul) e pureza
(A260/A280) de DNA extraido de fezes de javali em pelet sece (S) e imido (U).
Amostras secas em solugdo de alcool etanol-48hs (E).

AMOSTRA | N | ALIQUOTA FEZES (MG) | CONCENTRACAO | ABSORBANCIA
(NG/ ML) 260/280

S 10 183,50° 148,78% 1,96°

E 4 185,68° 140,00? 1,97*

U 4 256,38° 262,76 ** 1,98?

Média - 183,85 1,97

As diferentes letras demonstram diferengas significativas entre os tratamentos utilizando o teste
Kruskal Wallis (p<0,05).
* p-value = 0.0646

Conclusoes
O método de coleta de fezes para obtencdo ndo-invasiva de DNA em javalis
de vida livre no Mato Grosso de Sul ¢ uma oportunidade para os estudos na genética
populacional da espécie invasora, fornecendo amostras de DNA com concentragao e
pureza compativeis para estudos genéticos futuros.
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