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RESUMO: A caracterizagao da qualidade da obtengcdo de DNA a partir de amostras fecais
consiste em um desafio para otimizagdo de estudos voltados para os cervideos na regido da
Caatinga. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a estabilidade do DNA
mitocondrial em fezes de Subulo gouazoubira expostas a incidéncia solar por até 30 dias.
Amostras de fezes foram coletadas por meio de técnica ndo invasiva, obtidas de quatro
fémeas de veado-catingueiro mantidas sob cuidados humanos, alojadas nas instalagdoes do
LACCERNE da UECE. Foram separados trés grupos experimentais distintos baseados na
quantidade de cibalos (1, 3 e 5 unidades), onde as amostras de DNA foram obtidas nos dias
0, 10, 20 e 30, coletadas com auxilio de Swab. As amostras de DNA recuperadas foram
analisadas por meio da técnica de PCR em tempo real (qQPCR). Foram amplificados os genes
mitocondriais ATP6 (subunidade 6 da enzima ATP sintase) e ND5 (subunidade 5 da enzima
NADH desidrogenase). As temperaturas médias apresentaram tendéncia de reducdo ao
longo do periodo experimental (janeiro/fevereiro de 2026), variando de 36,2 °C no inicio do
experimento para 29,5 °C ao final dos 30 dias. Observou-se correlacdo inversa entre o
aumento da temperatura acumulada e a concentragdo de DNA recuperada ao longo do
tempo. A quantificagdo realizada por espectrofotometria mostrou que as concentragdes
iniciais de DNA foram maiores quando utilizou-se trés e cinco cibalos (47,0 ¢ 50,6 ng/uL,
respectivamente) em comparagao a um cibalo (17,3 ng/uL). Entretanto, observou-se redugao
nas concentragdes ao longo do tempo de exposicdo ambiental, indicando possivel
degradacao do DNA devido a agdo de fatores ambientais como temperatura e umidade. Para
o gene mitocondrial NDS5, as concentragdes no dia 0 foram de 45,0 ng/uL (1 cibalo), 165,0
ng/uL (3 cibalos) e 1375,1 ng/uL (5 cibalos). Ao longo dos dias, o grupo de trés cibalos teve
as seguintes concentracdes: 2,76 ng/uL no dia 10, 6,99 ng/uL no dia 20 e 5,17 ng/puL no dia
30. No grupo de cinco cibalos foram registradas as seguintes concentracoes: 2,94 ng/uL,
4,19 ng/uL e 3,33 ng/uL nos mesmos periodos, respectivamente. Para o gene ATP6, foram
registrados valores iniciais mais elevados, com 20.035,1 ng/uL (1 cibalo) e 32.564,1 ng/uL
(3 cibalos). Ao longo do tempo de exposi¢do ambiental, observou-se redugdo acentuada
destas concentragdes. Para o ATP6, no grupo de cinco cibalos, a concentragdo inicial
superior a 36 milhdes de ng/pL reduziu para 7,8 ng/uL no dia 10, 8,8 ng/uL no dia 20 e 4,2
ng/uL no dia 30, evidenciando intensa degradacdo inicial do DNA com posterior
estabilizacdo dos mesmos em baixos niveis detectaveis por qPCR. Pode-se concluir que a
avaliagdo de DNA mitocondrial por meio de swab de amostras fecais ¢ uma metodologia
eficaz para o estudo genético de populagdes de cervideos na regido da Caatinga.

Palavras-chave: Cervideos; mtDNA; Coleta ndo-invasiva; Cibalos; Degradacao de DNA



ABSTRACT: Characterizing the quality of DNA obtained from fecal samples is a challenge
for optimizing studies focused on cervids in the Caatinga region. Therefore, this study aims
to evaluate the stability of mitochondrial DNA in feces of Subulo gouazoubira exposed to
sunlight for up to 30 days. Fecal samples were collected using a non-invasive technique from
four female brocket deer kept under human care at the LACCERNE facilities of UECE.
Three distinct experimental groups were separated based on the number of fecal pellets (1,
3, and 5 units). DNA samples were obtained every 10 days using a swab. The DNA samples
were analyzed using real-time PCR (qPCR), and the mitochondrial genes ATP6 (subunit 6
of the ATP synthase enzyme) and ND5 (subunit 5 of the NADH dehydrogenase enzyme)
were amplified. Average temperatures showed a decreasing trend throughout the
experimental period, varying from 36.2 °C at the beginning of the experiment to 29.5 °C at
the end of the 30 days. It was observed that the increase in accumulated temperature
correlated inversely with the concentration of DNA recovered over time. Quantification was
performed by spectrophotometry, showing that initial DNA concentrations were higher
when three and five pellets were used (47.03 and 50.6 ng/uL, respectively) compared to one
pellet (17.36 ng/uL). However, a reduction in concentrations was observed over the
environmental exposure time, indicating possible DNA degradation due to environmental
factors such as temperature and humidity. For the mitochondrial gene NDS5, concentrations
on day 0 were 45.07 ng/uL (1 pellet), 165.02 ng/uL (3 pellets), and 1375.10 ng/uL (5
pellets). On day 10, the group with three pellets had values of 2.76 ng/uL, 6.99 ng/uL on
day 20, and 5.17 ng/uL on day 30, while the group with five pellets recorded 2.94 ng/uL,
4.19 ng/uL, and 3.33 ng/uL during the same periods. For the ATP6 gene, higher initial
values were recorded, with 20,035.17 ng/uL (1 pellet) and 32,564.14 ng/uL (3 pellets). Over
the environmental exposure period, a marked reduction in concentrations was observed. For
ATP6, in the group of five pellets, the initial concentration exceeding 36 million ng/uL
reduced to 7.82 ng/uL on day 10, 8.82 ng/uL on day 20, and 4.22 ng/uL on day 30,
evidencing intense initial DNA degradation followed by stabilization at low levels

detectable by qPCR.

Keywords: Cervids. mtDNA. Non-invasive. Feces. qPCR.
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1. INTRODUCAO

Na ordem dos Artiodactyla, os animais ungulados apresentam cascos pares com
quatro dedos, sendo dois de apoio. Nesta ordem, podemos mencionar as familias Giraffidae
(Girafas), Bovidae (ex. Antilope, Bisdo), Hippopotamidae (Hipopdtamos) e Cervidae
(Veados e Cervos). Os cervideos sao mamiferos pertencentes a familia Cervidae, e subordem
Ruminantia, caracterizados por possuirem quatro compartimentos estomacais (Silva, 2025).
Os cervideos englobam uma diversidade de mais de 60 espécies no mundo, € na regiao
neotropical podemos encontrar 17 espécies de cervideos, sendo nove delas encontradas em
territorio  brasileiro:  Odocoileus virginianus, QOzotoceros bezoarticus, Passalites
nemorivagus, Blastocerus dichotomus, Mazama americana, Mazama jucunda, Mazama
rufa, Mazama nana e Subulo gouazoubira (Silva, 2025; Duarte, 2012).

Entre os cervideos com ocorréncia no bioma Caatinga, destaca-se o veado-
catingueiro (Subulo gouazoubira), uma espécie de médio porte, com peso variando entre 11
kg e 25 kg, amplamente distribuida em diferentes ambientes, incluindo florestas, savanas e
areas de cultivo, demonstrando elevada capacidade de adaptacdo a condigdes sazonais e de
estresse hidrico caracteristicas do semiarido brasileiro. Por ser herbivora, essa espécie
desempenha papel ecologico relevante na dindmica da vegetagao onde pastam, contribuindo
para processos como a dispersdao de sementes, o que reforca sua importancia funcional nos
ecossistemas aos quais integram (Pannoni et al., 2022; Duarte, 2012).

Uma caracteristica importante do processo digestivo desta espécie € que,
particularmente por meio da deposi¢do de fezes em locais estratégicos, o veado-catingueiro
utiliza secregdes odoriferas como forma de comunicagao intra e interespecifica, sinalizando
sua presenca, ocupacao territorial e condi¢ao biologica. Essas marcagdes quimicas contém
informagdes que podem indicar identidade individual, sexo e estado reprodutivo,
evidenciando o potencial das fezes como fonte de dados ecoldgicos e bioldgicos relevantes

para estudos populacionais e comportamentais (Srbek, 2024).
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Figura 1: Distribuicdo Geografica de Subulo gouazoubira.
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Fonte: Duarte, 2012
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Segundo o ICMBio (2024), a Caatinga ¢ um bioma exclusivamente brasileiro,
caracterizado por clima semiarido, elevada variabilidade pluviométrica e vegetagao
adaptada a escassez hidrica. Apesar de historicamente subestimada, abriga elevada
biodiversidade e significativo grau de endemismo (presenca de espécies unicamente em uma
dada regido geografica), decorrentes de sua heterogeneidade ambiental e singularidade
ecoldgica (Mello, 2015). Além disso, o bioma Caatinga desempenha funcdes ecologicas
essenciais, contribuindo para a manutencao dos servigos ecossistémicos, diversidade de
espécies e sustentacao de populagdes humanas que dependem diretamente de seus recursos

naturais (Lima, 2023).

Figura 2: Mapa do Bioma da Caatinga

Fonte: Adaptado de www.wwf.org.br
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No entanto, as pressdes antropicas, como fragmentacdo de habitats e degradagdo
ambiental, t€ém promovido o isolamento populacional e¢ a redugdo do fluxo génico entre
espécies. Esse processo favorece o aumento da endogamia e a diminuig¢do da variabilidade
genética, tornando as populagdes mais suscetiveis ao declinio e a extingdo local (Duarte,
2012; Srbek, 2024; Silva, 2025).

Neste cenario, estudos capazes de compreender a dindmica adaptativa dos animais
selvagens frente aos desafios ambientais ¢ premente para a conservacdo destas espécies.
Estudos genéticos prévios, especialmente espécies furtivas, raras ou de dificil observagao,
tém sido viabilizados pelo uso de técnicas de amostragem ndo invasivas, que eliminam a
necessidade de captura ou visualizagdo direta dos individuos (Santos, 2024). Entre as
amostras ndo invasivas utilizadas, pelos e fezes constituem importantes fontes de DNA. O
pelo estd associado a maior integridade genética, enquanto o DNA fecal tende a apresentar
maior grau de degradagdo. Contudo, considerando a dificuldade de captura de cervideos e
seus habitos discretos, o uso de fezes tem se mostrado uma alternativa eficiente para
obtencdo de material genético e realizagao de estudos populacionais (Santos, 2024).

O DNA do hospedeiro presente nas fezes provém, principalmente, de células
epiteliais descamadas da parede intestinal, que se aderem a camada externa do cibalo durante
o processo de defecagdo. Essas células constituem a principal fonte de material genético para
analises moleculares, permitindo a identificacao individual, a estimativa de parametros
populacionais e a avaliagdo da variabilidade genética sem a necessidade de captura ou

manejo direto dos animais (Santiago-Plata et al., 2025).
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Apesar das vantagens associadas ao uso de amostras fecais em estudos genéticos,
sua aplicacdo em ambientes semiaridos apresenta limitagdes importantes. Em tais condigoes,
a quantidade de DNA do hospedeiro disponivel nas fezes ja ¢ naturalmente reduzida, em
razao da degradacao promovida por bactérias e da presenca de material genético proveniente
de itens alimentares ndo digeridos, o que pode comprometer a pureza e a concentra¢ao do
DNA extraido (Freitas, 2023). Adicionalmente, fatores como altas temperaturas, intensa
radiagdo solar e dessecacdo aceleram processos de hidrolise e oxidagdo do DNA,
dificultando a obtengao de amostras de alta qualidade e comprometendo a amplificagao por
PCR (GIA, 2021). Nao obstante, variagdes ocasionais de umidade, mesmo em regides
predominantemente secas, podem reidratar as amostras, reativando a atividade microbiana
e enzimatica e acelerando ainda mais a degradagdo.

Neste cenario, a caracterizacdo da qualidade da obtencdo de DNA a partir de
amostras fecais consiste em um desafio para otimizacdo de estudos voltados para os
cervideos na regido da Caatinga. Portanto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
estabilidade do DNA mitocondrial em fezes de Subulo gouazoubira expostas a incidéncia
solar por até 30 dias, simulando condigdes de coleta em campo no bioma Caatinga. A analise
foi feita por meio da técnica de PCR em tempo real (QPCR), buscando verificar como a
exposicao ambiental influencia a integridade e a viabilidade das fezes como fonte confiavel

de DNA para estudos genéticos populacionais e de conservacao em ambientes semiaridos.
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2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. A familia Cervidae e estado de conservagao dos cervideos neotropicais

Segundo Lima (2023) e Duarte et al. (2012), as relagdes evolutivas dos cervideos
tém sido foco de pesquisas e debates devido as incertezas de niveis taxondmicos distintos.
Um dos principais hotspots de biodiversidade de cervideos é a regido neotropical
(abrangendo a América do Sul, América Central, sul do México, ilhas do Caribe e sul da
Florida). Apesar da maior parte das espécies de cervideos se encontrarem em declinio
populacional, uma possivel excecdo ¢ a espécie S. gouazoubira a qual demonstra elevada
plasticidade ecoldgica evidenciada por sua capacidade de adaptacdo a ambientes submetidos
a intensa influéncia antropica (Lima, 2023; Duarte, 1996; Pinder & Leeuwenberg, 1997).

Aspectos fundamentais como dieta, estratégias reprodutivas, comportamento,
preferéncia de hébitat, areas de vida, abundancia, densidade e até distribuicao geografica
carecem de dados consistentes, o que evidencia a necessidade de maior investimento em
pesquisa e programas de monitoramento voltadas para esse grupo de mamiferos (Lima,
2023; Duarte, 2012; Feijo & Langguth, 2013).

Adicionalmente, os cervideos possuem papel ecologico de elevada relevancia, como
a manutengdo da estrutura e composicdo vegetal dos ecossistemas em que habitam
(Cavalcanti et al., 2009; Feldhamer & MacShea, 2012). Paralelamente, estes animais
integram a cadeia tréfica de grandes predadores, reforcando sua importincia funcional para
varias espécies (Trentini, 2024). Tanto as populagdes silvestres como as mantidas em
cativeiro apresentam imenso valor ambiental e econdmico, seja por contribuirem com agdes
de conservagao, seja pelo potencial aproveitamento na industria alimenticia (Lima, 2023;

Randi et al., 2001; Price et al., 2005).

O bioma da Caatinga, onde se localizam os cervideos do presente estudo, ¢
caracterizado por clima quente e semiarido, ocupando a maior parte da regido nordeste do
Brasil. As temperaturas médias sdo entre 25° e 30°C, e a precipitacdo ¢ baixa, alcangando
entre 400 e 1200mm por ano (Associacdo Caatinga, 2026). Estas condigdes desafiadoras do
semiarido tornam um ambiente desfavordvel para se manter a integridade de materiais

biologicos, como pelos e fezes.
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2.2. Amostragem ndo-invasiva

Os estudos genéticos populacionais de animais selvagens foram significativamente
impulsionados pelo avango da ecologia molecular, sobretudo com o uso de amostras
bioldgicas obtidas por métodos ndo invasivos, como penas, pelos e fezes (Bach et al., 2022).
Essas abordagens permitem a extracio de DNA sem a necessidade de captura ou
manipulagdo direta dos individuos, minimizando impactos sobre o bem-estar animal (Silva,
2022; Santos, 2024). A partir dessas analises, tornou-se possivel estimar o tamanho
populacional, identificar individuos e avaliar a variabilidade genética com maior eficiéncia,
contribuindo de forma decisiva para o manejo e a conservagao das espécies (Taberlet et al.,
1999; Bach et al., 2022; Santos, 2024).

Além disso, tais amostras sao extensamente estocadas em cole¢des e bancos
biologicos por conterem informagdes genéticas valiosas, passiveis de reandlise conforme o
desenvolvimento de novas técnicas moleculares (Ali et al., 2021). Dessa forma, os métodos
ndo invasivos consolidaram-se como ferramentas centrais na pesquisa € na conservacao da
fauna silvestre (Taberlet et al., 1999; Rola et al., 2021; Duarte et al., 2023).

Nesse contexto, as fezes destacam-se devido a sua facilidade de detec¢do ¢ coleta em
campo, mesmo em ambientes extensos e de dificil acesso. Essas caracteristicas favorecem
sua aplicag¢do nos estudos comportamentais, demograficos, de dieta, filogenia, doengas, uso
de espaco e variabilidade genética, onde antes s6 se era possivel com um numero alto e
inviavel de animais, tornando-se uma ferramenta valiosa para pesquisas ecologicas e de
conservagdo (Santiago-Plata et al., 2025; Santos, 2024). No entanto, a exposi¢ao ambiental
intensifica a rapida degradagao do material genético, reduzindo significativamente o sucesso
das analises moleculares e diminuindo a janela temporal ideal para coleta e amostras
biologicas, tornando o monitoramento genético mais desafiador em ambientes tropicais e
semiaridos (Agetsuma-Yanagihara, 2017). Ademais, os cervideos representam um desafio
adicional devido a dificuldade de captura e diante disso, a utilizagdo de DNA fecal tem se
consolidado como uma metodologia ndo invasiva eficiente para estudos supracitados (Lima,

2023).

2.3. Radiagdo solar, temperatura e umidade como agentes de degradacao
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A degradacdo do DNA ¢ resultado da acdo combinada de multiplos fatores
ambientais, entre os quais a radiacdo ultravioleta, a temperatura ¢ a umidade, que se
destacam como os principais agentes (Agetsuma-Yanagihara et al., 2017; Bach et al., 2022).
A radiagdo ultravioleta (UV) exerce efeito particularmente deletério, sendo capaz de
provocar rapida perda da integridade molecular e reducao significativa no rendimento de
DNA em periodos relativamente curtos de exposi¢ao (Riasat Ali et al., 2025; Green et al.,
2022; Agetsuma-Yanagihara et al., 2017). Esse tipo de radiagao induz alteracdes estruturais
diretas, como a formacdo de dimeros de pirimidina, que interferem nos processos normais
de replicagdo e transcricao, além de favorecer quebras nas fitas e a perda de informacgao
genética (Taylor et al., 2021; Johnson et al., 2019). Paralelamente, a umidade acelera a
fragmentacao através de processos hidroliticos, especialmente em climas tropicais
(Brinkman et al., 2010). Como consequéncia, amostras expostas a luz solar e a chuva
apresentam risco substancialmente maior de degradacdo, comprometendo a integridade do
material genético e limitando sua utilizacdo em andlises moleculares subsequentes (Riasat
Ali et al., 2025; Bach et al., 2022; Oliveira & Duarte, 2013).

Diante dessas limitagcdes impostas pela degradacao ambiental do DNA, a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) consolidou-se como uma das principais ferramentas da biologia
molecular, por possibilitar a amplificacdo de regides especificas do genoma a partir de
quantidades minimas ou parcialmente degradadas de material biologico (Taberlet et al.,
1996; Oliveira & Duarte, 2013). Essa caracteristica viabiliza o uso de amostras ndo invasivas
no monitoramento de espécies alusivas, sem a necessidade de captura ou visualizacdo direta
dos individuos (Bach et al., 2022; Santos, 2024). A partir da PCR e de suas variagdes, como
a PCR em tempo real (QPCR), ¢ possivel realizar a identificagdo taxondmica, sexagem pelo
gene da amelogenina e a identificagdo individual por marcadores microssatélites, gerando
informacdes essenciais para estudos populacionais e estratégias de conservacao (Ennis &
Gallagher, 1994; Gonzélez et al., 2009; Brinkman et al., 2011; Lima, 2023; Silva, 2022).

Apesar dessas vantagens, o sucesso da amplificagdo por PCR depende diretamente
da integridade do DNA presente nas amostras. Como citado anteriormente, fatores
ambientais como altas temperaturas, intensa radiacdo solar e variacdes de umidade aceleram

a degradagdao do DNA por hidrdlise, oxidagdo e reativagdo microbiana, comprometendo a
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qualidade das amostras e sua amplificagdo por PCR. A radiagdo ultravioleta, em especial,
atua como um dos principais vetores de degradacao, promovendo danos estruturais e a
quebra de fitas simples. Quando associada ao calor, hd um efeito sinérgico que intensifica
as reagoes quimicas deletérias ao DNA. (GIA, 2021)

Em um experimento controlado Riasat Ali et al. (2025) demonstraram que a
degradacado do DNA ¢ mais acentuada no grupo exposto a radiacdo ultravioleta,
apresentando redugdo significativa no rendimento do material genético. A analise estatistica
indicou que a radiacao UV foi o fator ambiental que promoveu maior taxa de degradacao,
atingindo aproximadamente 65%, evidenciando seu elevado potencial de dano estrutural ao
DNA quando comparado a outras condi¢des ambientais.

Além da radiagdo, a temperatura elevada contribui para acelerar reagdes quimicas
que promovem a fragmentacao do DNA, especialmente por meio de processos de oxidagao
e hidrolise. Segundo Riasat Ali et al. (2025), no grupo mantido a 37 °C, foi observada
diminui¢do significativa do rendimento do DNA ao longo do periodo de seis semanas.
Embora o efeito tenha sido inferior ao observado na exposi¢do a radiagdo UV, os dados
confirmam que temperaturas elevadas contribuem para a degradacdo molecular,
possivelmente por intensificarem reacdes quimicas que comprometem a integridade
estrutural do DNA (Riasat Ali et al., 2025)

A umidade também exerce papel importante nesse contexto, sendo observada no
estudo de Riasat Ali et al. (2025), onde o DNA extraido de sangue humano exposto a alta
umidade relativa (75%) apresentou degradagdo moderada, porém continua, caracterizada
por declinio progressivo no rendimento do DNA ao longo do tempo. Esse efeito esta
associado a presencga de agua, que favorece reagdes hidroliticas, como a depurinagdo e a
clivagem da cadeia, intensificando a instabilidade molecular e promovendo também a
remogao fisica das células epiteliais superficiais, que constituem a principal fonte de DNA
do hospedeiro nas fezes (Riasat Ali et al., 2025; Agetsuma-Yanagihara, 2017).

Esses resultados indicam que, embora o impacto da umidade tenha sido inferior ao
da radiacdo UV e da temperatura, ela ainda contribui de forma significativa para a
degradacao do DNA em amostras expostas ao ambiente. Dessa forma, os achados reforcam
a importancia do controle das condi¢des ambientais durante o armazenamento de amostras

biologicas, especialmente em ambientes com elevada umidade, onde o risco de degradagdo
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do material genético ¢ ampliado. A interagdo entre esses fatores potencializa os danos,
caracterizando um efeito sinérgico que reduz progressivamente a qualidade do DNA em
amostras expostas ao ambiente, sobretudo em regides tropicais e semidridas, onde a
incidéncia solar, o aquecimento e a varia¢ao de umidade sdo frequentes (Riasat Ali et al.,
2025; Agetsuma-Yanagihara, 2017).

Em herbivoros, como o veado-catingueiro, a composicao fecal inclui residuos
vegetais ricos em compostos fendlicos provenientes da dieta, os quais podem absorver parte
daradiagdo ultravioleta e atuar como filtros naturais, reduzindo inicialmente os danos diretos
ao DNA (Janabi et al., 2016). No entanto, a medida que ocorre a degradagdo desses
compostos e da propria matriz fecal, ha maior exposicdo do material genético a agentes
ambientais e a formagdo de subprodutos oxidativos potencialmente prejudiciais (Brinkman
et al., 2010; Riasat Ali et al., 2025). Esse processo contribui para o aumento gradual da
degradacao genética em amostras expostas por periodos prolongados, especialmente quando
combinada a ac¢do de outros fatores ambientais, como a radiagdo UV e a umidade

(Agetsuma-Yanagihara, 2017).

2.4. Estabilidade do DNA mitocondrial (mtDNA)

Apesar dessa suscetibilidade as lesdes UV, o DNA mitocondrial frequentemente
pode ser recuperado mesmo em amostras degradadas. Essa resiliéncia ndo deriva de uma
maior estabilidade quimica intrinseca, mas sim de seu elevado nimero de copias por célula,
que pode alcangar centenas ou milhares, aumentando a probabilidade estatistica de que,
mesmo fragmentado, fragmentos amplificaveis sobrevivam a exposicdo ambiental intensa
(Martins et al., 2021).

A andlise de genes mitocondriais constitui uma abordagem consolidada para
compreender a organizacdo das populacdes e a relagao entre variagdo genética e distribuicao
geografica. O DNA mitocondrial apresenta elevada taxa de variacdo em sua sequéncia
nucleotidica, configurando-se como fonte relevante de informagdes para estudos
filogenéticos. A coexisténcia de diferentes haplotipos mitocondriais em populagdes de uma
mesma espécie possibilita a reconstru¢do da linhagem materna, ja que sua transmissao ¢

exclusivamente por heranca materna (Avise, 2009).
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O carater ndo recombinante e a rdpida taxa de evolugdo molecular reforcam a
utilidade do DNA mitocondrial como marcador para investigacdes filogeograficas (Avise,
2009). Apesar de sua relevancia para a identificagdo da estrutura genética associada as
dindmicas ambientais do semidrido nordestino, os estudos de filogeografia molecular na
Caatinga ainda s3o escassos, principalmente relacionados a mastofauna, sendo mais

frequentes estudos em pequenos roedores e quirdpteros (Lima, 2023).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e bioética

Esta pesquisa recebeu autorizacdo de execuc¢do pelo Sistema de Autorizagdo e
Informagdo em Biodiversidade - SISBIO (Registro n° 94326-1; CEUA
n.31032.000283/2025-11) para a coleta de material biologico. Amostras de fezes foram
coletadas por meio de técnica ndo invasiva, obtidas de quatro fémeas de veado-catingueiro
(Subulo gouazoubira, n = 4) mantidas sob cuidados humanos, alojadas nas instalagdes do
Laboratorio de Conservagdo de Cervideos Neotropicais (LACCERNE) da UECE
(3°47'39.4"S, 38°33'29.2"W).

Figura 3: Individuo de Subulo gouazoubira utilizado no experimento.
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Fonte: Arquivo pessoal.

3.2. Obteng¢ao da temperatura

As variaveis abioticas de temperatura (média, minima e méxima) e umidade relativa
foram monitoradas continuamente com o auxilio de um tnico dispositivo de coleta (Termo-
Higrometro Digital B-Max HTC-2), garantindo a padronizagdo das leituras térmicas.

Os valores de temperatura apresentados no estudo correspondem a médias
ponderadas das condic¢des térmicas ao longo do periodo de exposicdo. Dessa forma, o valor
apresentado para o dia 0 corresponde a média das condi¢des ambientais registradas do dia
em que se iniciou o experimento, enquanto os valores apresentados para os dias 10, 20 e 30
representam a média acumulada das condigdes ambientais registradas ao longo dos

respectivos periodos de exposi¢ao (intervalos de 10 dias intercalados).
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As temperaturas diurnas foram registradas a cada 2h durante o intervalo de 8h as
17h, sendo posteriormente associadas a medicao noturna realizada diariamente as 7h40min
do dia subsequente, horario estabelecido em razdo da necessidade de aproximadamente 20
minutos para estabilizagdo da temperatura no termo higrometro para a afericao das 8h. Essa
abordagem permitiu representar de forma mais fiel o ciclo térmico completo ao qual as

amostras foram submetidas durante o periodo experimental.
3.3. Obtengao do DNA fecal

Foram utilizados trés grupos experimentais distintos baseados na quantidade de
cibalos (1, 3 e 5 unidades). As amostras foram colocadas com luvas em placas de Petri
descartaveis e submetidas a exposi¢ao solar direta diaria das 8h até as 18h por um periodo
de 30 dias, simulando condi¢des de campo. O material bioldgico foi armazenado em
ambiente coberto no periodo da noite e/ou quando houve precipitagao de chuva.

As amostras de DNA foram obtidas a cada 10 dias (Dias 0, 10, 20 e 30) com auxilio
de Swab com ponta de algodao embebido em solugdo salina tamponada (PBS - Phosphate-
Buffered Saline) com agua ultrapura (ABI). Apds realizar o esfregaco dos cibalos com o
swab, o mesmo foi rotacionado dentro de microtubos Eppendorf (2ml) contendo 400ul da
solucdo salina tamponada e identificados com os respectivos nimeros de cibalos. Para a
extracdo do DNA foi utilizado o PureLink Genomic DNA purification Mini Kit. O protocolo
utilizado para extragdo de DNA foi adaptado do fabricante e pode ser visualizado

esquematicamente abaixo (Figura 4).
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Figura 4 - Protocolo utilizado para extracdo de DNA de fezes de veado-catingueiro com
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Fonte: Elaborado pelo autor

O material analisado no dia zero (Dia 0) serviu como grupo controle de referéncia

do estado inicial de integridade do mtDNA antes da exposi¢do aos estresses ambientais.

Posteriormente as amostras

foram analisadas

atraveés

de um espectrofotdmetro

(BioPhotometer — Eppendorf) para determinagdo da concentragdo de DNA, expressa em

ng/uL. Além disso, as amostras de DNA foram analisadas por meio da técnica de PCR em

tempo real (QPCR), que permite a detec¢do e quantificagdo de fragmentos especificos

mesmo em DNA degradado. Foram amplificados os genes mitocondriais ATP6 (subunidade

6 da enzima ATP sintase) e ND5 (subunidade 5 da enzima NADH desidrogenase),

selecionados devido ao alto nimero de copias do DNA mitocondrial por célula.

3.4. Amplificagdo do DNA

A utilizagao da qPCR torna-se fundamental, pois permite a analise da amplificacao

dos genes mitocondriais ND5 e ATP6, complementando a interpretagdo dos dados de
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espectrofotometria, bem como avalia indiretamente a qualidade do DNA por meio do valor
de Ct. O Ct corresponde ao ciclo no qual o sinal de fluorescéncia torna-se detectavel durante

a amplificagdo.

Foram analisados os niveis de expressdao de genes mitocondriais de uma subunidade
5 da enzima NADH desidrogenase (ND5) e uma subunidade da enzima ATP sintase (ATP6).
Pares de primers especificos para amplificar cada gene (Tabela 1) foram projetados usando
Primer-BLAST (Ye et al., 2012) para alinhamento de multiplas sequéncias. As sequéncias
de referéncia foram de cervideos (taxonomy ID 9850, que inclui espécies como: Cervus
elaphus, Odocoileus virginianus, Cervus canadensis, dentre outros) ou, alternativamente, de
bovino doméstico (Bos taurus, taxonomy ID 9913). O niimero de identificagdo do GenBank
do gene ND5 ndo consta na tabela por se tratar de um marcador de referéncia ja validado

internamente pelo laboratorio LACCERNE.

Tabela 1: Pares de primers especificos usados para quantificacdo da Rea¢do em Cadeia da

Polimerase em tempo real.

Gene Sequéncia do Primer Tamanho do GenBank
produto (bp)

ATP6 F: 5°-TAGGCATAGCCATCCCCCT-3’ 105 KJ772514.1
R: 5’-GTGGAGTGGGTGTTCCTTGTG-3’ KP195269.1
ND5 F: 5’-TTACAGCAATATGCGCCCT-3’ 106

R: 5’-GGTTGGTTAATGCCAATTGTTA-3’

Fonte: Adaptado de Magalhaes, 2020
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.

Condi¢des ambientais durante o experimento

A temperatura maxima registrada foi de 57,7 °C nos 10 primeiros dias, enquanto a

temperatura minima registrada foi de 18,5°C entre os dias 10 e 20 (Figura 5). A umidade

relativa apresentou aumento gradual ao longo do periodo de exposi¢do, passando de 59% no

dia 0 para 70% ao final do experimento (Figura 5). A redugdo da temperatura e aumento da

umidade ao longo do experimento se deram devido ao inicio do periodo chuvoso do Cear4,

mais especificamente na cidade de Fortaleza onde ocorreu o presente estudo. As chuvas em

geral naregido da Caatinga ocorrem no primeiro semestre do ano, se concentrando na quadra

mensal de fevereiro a maio (Moura et al., 2015).

Figura 5. Dados de monitoramento ambiental da exposi¢do a temperatura e umidade
registrados durante o periodo experimental.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Durante o periodo experimental ocorreram episddios pontuais de precipitagdo nos

dias 15, 16, 21 e entre os dias 26 e 28, sendo as amostras temporariamente armazenadas em

ambiente coberto nesses momentos, conforme previsto no delineamento experimental.
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Entretanto, tais eventos ndo resultaram em alterag¢des visiveis na integridade estrutural dos

cibalos, mantendo-se a consisténcia das amostras ao longo do periodo de monitoramento.

Como demonstrado por Silva (2025), amostras de células esfoliadas de fezes de
caprinos e cervideos mantidas em temperatura ambiente (27°C) apresentaram uma curva de
queda na sobrevivéncia celular muito mais acentuada do que as amostras mantidas sob
refrigeracdo (4°C) ao longo de 24 horas. Estudos prévios com pélos da espécie Ursus arctos,
demonstraram que para primers mitocondriais de 1000 pb de base, houve um decréscimo no
sucesso de amplificagdo em 2 semanas, resultado do tempo em que a amostra ficou exposta
ao ambiente (Roon et al., 2003). Em outro estudo, os resultados com DNA sanguineo
mostraram que, amostras resfriadas a 4°C sao capazes de reter 95% do rendimento inicial
de DNA, enquanto que amostras a 37°C sofrem uma queda significativa em seu rendimento,
terminando com apenas 63% (Riasat Ali et al., 2026). No estudo de Peixoto Silva (2025)
sobre a inviabilidade de oocistos de Toxoplasma gondii foi observado que logo nas primeiras
12 horas de experimento, as temperaturas nos grupos expostos ao sol e a sombra chegaram
a 54,4 °Ce 51,9 °C, respectivamente, € a umidade variou de um minimo de 25% (as 36h) a
um maximo de 35% (as 24h). Essas condi¢des climaticas extremas promovem a destruigao

completa ou a inativagdo rapida do material bioldgico em menos de 36 horas.

Portanto, os estudos experimentais supracitados evidenciam que temperaturas
elevadas aceleram as reacdes de hidrolise e oxidagdo das bases nitrogenadas, promovendo

quebras nas cadeias de DNA e fragmentagao molecular progressiva.

4.2 Eficiéncia da extracdo de DNA fecal

O protocolo de extracdo de DNA utilizando swab descrito por Bach et al. foi
selecionado para o presente estudo, uma vez que os resultados reportados pelos autores
indicam que amostras fecais com diferentes condigdes fisicas (viscosa, umida, brilhante ou
opaca) apresentam elevada probabilidade de gerar genoétipos utilizaveis quando coletadas

por meio dessa metodologia (Bach et al., 2022).

Nas extragdes realizadas a partir de um tUnico cibalo, as concentragcdes médias de

DNA foram de 17,3 ng/ul no dia 0, 18,1 ng/ul aos 10 dias, 9,6 ng/ul aos 20 dias e 15,9 ng/ul
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aos 30 dias (Figura 6A). Observou-se relativa estabilidade nas concentragdes entre os dias
0 e 10, seguida por reducao aos 20 dias, com posterior aumento aos 30 dias. No entanto, os
resultados apresentaram consideravel variabilidade entre as amostras, evidenciada pelos

desvios-padrao observados.

Quando a extragdo foi realizada utilizando trés cibalos, verificou-se maior
concentracao inicial de DNA no dia 0, com média de 47,0 ng/ul. Entretanto, houve reducao
nas concentragdes ao longo do tempo de exposi¢do ambiental, com médias de 15,9 ng/ul aos

10 dias, 10,4 ng/ul aos 20 dias e 13,3 ng/ul aos 30 dias (Figura 6B).

Nas extragoes realizadas com cinco cibalos, observou-se o maior rendimento inicial
de DNA, com concentragdo média inicial de 50,6 ng/ul no dia 0. Similarmente, houve
reducdo acentuada ap6s o periodo inicial de exposi¢do ambiental, com médias de 9,5 ng/pl
aos 10 dias e 10,0 ng/ul aos 20 dias; contudo, houve aumento na média para 16,7 ng/ul aos

30 dias (Figura 6C).

Esses resultados indicam que, embora o uso de maior quantidade de material fecal
possa favorecer a obten¢do de maiores concentragdes iniciais de DNA (possivelmente em
decorréncia da maior disponibilidade de células epiteliais descamadas presentes na
superficie das fezes, as quais representam uma das principais fontes de DNA do hospedeiro
em amostras fecais), ainda ocorre variagdo nas concentra¢des ao longo do tempo de
exposi¢ao ambiental das amostras, com tendéncia geral de reduc¢do apos os primeiros dias
de deposicdo. Essa redugdo potencialmente pode estar associada a degradagdo progressiva
do material genético em decorréncia da a¢do de fatores ambientais. A associagdo entre os
fatores ambientais, como umidade e temperatura, ¢ reconhecida por promover a
fragmentacao e degradacao do DNA em amostras bioldgicas expostas ao ambiente (Bach et

al., 2022; Riasat Ali et al., 2025).

Figura 6. Concentracdo média de DNA (ng/ul) obtida por espectrofotometria a partir de
amostras fecais de cervideos coletadas no dia 0, 10, 20 e 30 ap6s deposicdo. As barras
indicam a média das amostras analisadas e as barras de erro representam o desvio-padrao.
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A: Utilizando 1 cibalo no protocolo de extracdo. B: Utilizando 3 cibalos. C: Utilizando 5

cibalos.

Mesmo apds periodos prolongados de exposicao ambiental, foi possivel recuperar
DNA em concentragdes mensuraveis por espectrofotometria e passiveis de amplificagdo por
PCR em tempo real. Entretanto, ¢ importante ressaltar que a quantificacdo
espectrofotométrica informa apenas a concentragdo total de 4cidos nucleicos presentes na
amostra, ndo fornecendo necessariamente indicag@o direta sobre a integridade molecular do
DNA e podendo incluir ndo apenas o DNA do hospedeiro, mas também DNA proveniente
de microrganismos presentes na microbiota fecal e de contaminantes ambientais (Peres,
2015). Assim, a presenca de DNA total detectavel ndo implica obrigatoriamente em material

genético estruturalmente intacto, nem maior quantidade de DNA do hospedeiro.

Nesse contexto, a utilizacdo da qPCR torna-se fundamental, pois permite a analise

da amplifica¢do dos genes mitocondriais ND5 e ATP6, complementando a interpretagdo dos
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dados de espectrofotometria, e avalia indiretamente a qualidade do DNA por meio do valor
de Ct. Assim, mesmo diante da variabilidade observada nas concentracdes de DNA obtidas
por espectrofotometria, a amplificagdo de marcadores mitocondriais representa um
indicador mais confidvel da presenga de DNA, além de verificar a estabilidade e a
degradacdo do material genético do hospedeiro em amostras fecais (Oliveira & Duarte,

2013).

4.3 qPCR de DNA fecal

O DNA mitocondrial apresenta maior nimero de copias por célula quando
comparado ao DNA nuclear, o que aumenta sua probabilidade de deteccdo em amostras
degradadas, como aquelas provenientes de fezes expostas ao ambiente. Inicialmente, o
experimento incluiu a tentativa de amplificagdo de marcadores nucleares, especificamente
os genes GAPDH e CX43. Porém, esses marcadores apresentaram amplificacdo positiva
apenas nas amostras correspondentes ao dia zero, ndo sendo detectados nos periodos
subsequentes de exposicdo ambiental. Esse resultado sugere que o DNA nuclear presente
nas amostras fecais sofreu degradacdo mais rapida, inviabilizando sua amplificagdo ao longo
do tempo (Oliveira & Duarte, 2013; Brinkman et al., 2010). Para que esses resultados
pudessem ser incluidos de forma consistente nas analises do presente estudo, seria necessaria
a realizagdo de etapas adicionais de validacdo, como a andlise das curvas de melting para
verificacao da especificidade dos produtos amplificados, bem como a aplicagao de analises
estatisticas apropriadas. Assim, a complementacdo dos dados obtidos referentes aos

marcadores nucleares, podera ser realizada em estudos subsequentes.

Na avaliac¢do da viabilidade do DNA extraido das amostras fecais, foram realizadas
analises de qPCR direcionadas a marcadores mitocondriais. Foram avaliados os genes ND5
e ATP6, amplamente utilizados em estudos de genética molecular e conservacdo (Magalhdes
et al., 2020; Freitas, 2023; Lima, 2023; Santos, 2024; Siqueira et al., 2025), com o objetivo
de verificar a presenga e a amplificabilidade do DNA do hospedeiro nas diferentes condigdes
de exposicdo das amostras. A analise dos valores de Ct obtidos nas rea¢des de qPCR
permitiu inferir indiretamente a quantidade relativa de DNA amplificavel presente em cada

amostra, possibilitando a comparacao entre os diferentes periodos de exposi¢ao ambiental e
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contribuindo para a avaliagdo da qualidade do material genético recuperado. Valores de Ct
mais elevados indicam menor quantidade inicial de DNA amplificados ou maior grau de
fragmentacdo do material genético presente na amostra (Riasat Ali et al., 2025). No presente
estudo, a concentracdo inicial de DNA apresentou variagao significativa entre os grupos
experimentais compostos por 1, 3 e 5 cibalos, evidenciando que a quantidade de material
fecal disponivel influencia diretamente a quantidade de DNA recuperado no momento da

coleta inicial.

Para o gene mitocondrial ND5, as concentracdes registradas estdo ilustradas abaixo
(Figura 7ABC). A concentragdo de DNA no dia 0 foi de 45,0 ng/uL para 1 cibalo, 165,0
ng/uL para 3 cibalos, e 1375,1 ng/uL para 5 cibalos. De maneira geral, os resultados obtidos
para esse gene ilustram uma redugdo na concentracdo de DNA ao longo do tempo (10, 20 e
30 dias) para todos os grupos experimentais avaliados conforme observado nos grupos 1

(Figura 7A), 3 (Figura 7B) e 5 cibalos (Figura 7C).

ND5 - 1 Cibalo ND5 - 3 Cibalos

k —=—1 cibale

-5 a 5 10 18 20 25 30 a5 -5 a 5 10 15 20 25 30 35
Tempo de srmazenamento (dias) A Tempo de armazensmento (dias) B
ND5 - 5 Cibalos
10,000
1.000
=
=
o 100
=
<
=
[
10
1
-5 o 5 10 15 20 25 30 38
Tempo de armazenamento (dias) C

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 7 - Concentragdo do gene NDS5 ao longo do tempo. A: Gene ND5 extraido de 1

cibalo. B: Extraido de 3 cibalos. C: Extraido de 5 cibalos.

Resultados semelhantes foram observados para o gene ATP6, conforme observado

abaixo (Figura 8ABC). Valores de concentracdo de DNA mais elevados foram observados

inicialmente, com 20.035,1 ng/uL para 1 cibalo, e 32.564,1 ng/uL para 3 cibalos no

momento inicial da exposi¢cao ambiental (Dia 0). Similarmente, os resultados obtidos para o

gene ATP6 ilustram uma redugdo na concentragao de DNA ao longo do tempo (10, 20 e 30

dias) para todos os grupos experimentais avaliados conforme observado nos grupos 1

(Figura 8A), 3 (Figura 8B) ¢ 5 cibalos (Figura 8C).

Figura 8 - Concentragao do gene ATP6 ao longo do tempo. A: Gene ATP6 extraido

de 1 Cibalo. B: Extraido de 3 cibalos. C: Extraido de 5 cibalos.
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4.4 Degradagao temporal do DNA fecal

Um dos padrdes mais evidentes observados no experimento foi a redugdo abrupta na
concentragdo de DNA detectdvel entre o dia 0 e o dia 10 de exposicdo solar,
independentemente da quantidade inicial de cibalos analisada. Esse comportamento de
queda acentuada nos primeiros dias de exposicao ¢ consistente com o observado por Siqueira
et al. (2025), ao avaliarem a integridade de DNA nuclear e mitocondrial em pelos de Subulo
gouazoubira por qPCR. Nesse referido estudo, os genes mitocondriais ATP6 e ND5
apresentaram amplificagdo consistente até aproximadamente 96 horas, seguida de declinio
progressivo apoOs a primeira semana de exposicdo ambiental. Adicionalmente, os autores
observaram ainda que o gene NDS5 apresentou relativa estabilizagcdo entre a quarta e a sexta
semana, indicando manutencdo de fragmentos amplificdveis mesmo apds periodos

prolongados de exposi¢ao (Siqueira et al., 2025).

Esse padrao observado por Siqueira et al. (2025) corrobora a tendéncia registrada no
presente estudo, no qual a maior perda de DNA detectavel ocorreu no intervalo entre 0 e 10
dias, periodo no qual os efeitos combinados de radiac¢do ultravioleta, temperatura elevada e
processos oxidativos promovem intensa fragmentacdo do material genético presente na
matriz fecal. No entanto, no presente trabalho a diminui¢ao na concentragdo de DNA foi
observada de forma relativamente abrupta entre esses dois pontos amostrais, o que limita
uma interpretacdo mais precisa sobre o momento inicial da degradagdo. Para se determinar
com maior precisdo o ponto inicial do processo de degradacdo, estudos futuros que
investiguem intervalos de coleta mais curtos, especialmente nos primeiros dias apos a

deposicao das fezes, sdo prementes.

4.5 Estabilizacao da degradagao ao longo do tempo

Apo6s o décimo dia de exposigdo, as concentragdes de DNA permaneceram baixas,
com apenas pequenas variagoes entre os dias 20 e 30. No caso do gene NDS5, por exemplo,

o grupo de trés cibalos apresentou valores de concentragcdes de 2,7 ng/uL no dia 10, 6,9
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ng/uL no dia 20 e 5,1 ng/uL no dia 30. Ja no grupo de cinco cibalos os valores registrados
foram 2,9 ng/uL no dia 10, 4,2 ng/uL no dia 20 e 3,3 ng/uL no dia 30. Esse padrao sugere
que, apos a degradacdo inicial intensa, o DNA remanescente passa a estar presente
principalmente na forma de fragmentos menores, que tendem a ser mais resistentes a
degradagdo adicional podendo ainda serem amplificados pela técnica de qPCR (Santos,

2024).

No caso do gene ATP6, o grupo experimental composto por cinco cibalos apresentou
concentracao inicial de mais de 36 milhdes de ng/puL, reduzindo-se para 7,82 ng/uL no
décimo dia, e nos periodos seguintes 8,82 ng/uL no dia 20 e 4,22 ng/uL no dia 30 (Figura
8C). Esse comportamento pode ser explicado de forma similar ao observado para o gene

NDS5, com uma reducdo ainda mais dramatica entre o inicio e o dia 10 do experimento.

4.6 Persisténcia do DNA mitocondrial em amostras degradadas

A detecgdo dos genes mitocondriais ATP6 e NDS5 persistiu até o dia 30, corroborando
a literatura sobre a robustez do genoma mitocondrial em amostras ndo invasivas, devido ao
elevado numero de copias por célula (Siqueira et al., 2025; Lima, 2023). Quando comparado
ao nDNA, que geralmente esta presente em apenas duas copias por c€lula, o mtDNA tende
a apresentar maior sucesso de amplificagdo em amostras degradadas, especialmente em
condigdes ambientais adversas como exposi¢cdo prolongada a radiagdo solar e altas

temperaturas (Lima, 2023).

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a incidéncia solar direta
promove degradagdo significativa do DNA presente em fezes de veado-catingueiro, sendo a
maior perda de material genético detectdvel observada nos primeiros dez dias apods a
deposicao. Dessa forma, estudos futuros poderiam empregar intervalos de coleta mais curtos
(inferiores a uma semana), a fim de determinar com maior precisdo quando se inicia o
processo de degradacdo. Ainda assim, fragmentos de DNA mitocondrial permaneceram

amplificaveis por PCR em tempo real mesmo apds 30 dias de exposi¢ao ambiental.
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Do ponto de vista ecologico e aplicado a genética da conservagao, foi possivel
constatar nesse estudo que amostras fecais frequentemente constituem uma das principais
fontes de material genético em estudos ndo invasivos de fauna silvestre. A compreensdo da
dindmica temporal de degradacdo do DNA sob condi¢cdes ambientais naturais permite
estabelecer janelas de coleta mais adequadas, aumentando a probabilidade de sucesso em
analises genéticas populacionais. A persisténcia de fragmentos mitocondriais detectaveis por
longos periodos reforca a utilidade do mtDNA como marcador molecular, especialmente em

regides tropicais de altas temperaturas e intensa radiagao solar.

Sendo assim, os dados obtidos contribuem para o aprimoramento metodoldgico de
estratégias de coleta e analise de DNA fecal em estudos de genética e conservaciao de

mamiferos silvestres.
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