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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A familia Cervidae é constituida por 17 géneros, largamente distribuidos
no globo, com excecdo dos extremos polares (EISENBERG; REDFORD,
1999). Na atualidade, o género Mazama, no Brasil, € representado por cinco
espécies: M. americana, M. bororo, M. nemorivaga, M. gouazoubira e M. nana
(MERINO; ROSSI, 2010). Em relac&o a outros cervideos, os animais do género
Mazama sao de pequeno porte, com a porgédo anterior do corpo minimamente
mais baixa que a posterior, apresentando chifres ndo ramificados e pequenos.
Esses animais, de habitos florestais, alimentam-se basicamente de vegetais
(folhas, frutos, brotos, etc.), sendo noturnos, solitarios, territorialistas e
ocupando pequenas areas de vida (BARRETTE, 1987).

As espécies do género Mazama nao demonstram interesse pelas cevas
e também sdo pouco atraidos por técnicas baseadas em urina e fezes
(VOGLIOTTI, 2003). Essas caracteristicas ecolégicas e comportamentais
tornam a captura, necesséaria para estudos ecoldgicos detalhados, quase
impossivel (VOGLIOTTI, 2003). Quando alcancada, essa captura é resultante,
muitas vezes, do mero acaso. Quando a captura € indispensavel, esta
constitui-se de um processo especialmente trabalhoso e perigoso, pois € muito
comum a ocorréncia de acidentes que causam injdria aos animais, como a
miopatia de captura (DUARTE, 2008; DUARTE et al., 2010; CATAO-DIAS et
al., 2010). Isso implica em poucos animais monitorados, prejudicando a
obtencéo razoavel de dados.

Sendo assim, muito das informac¢Bes ecoldgicas desse género sao
baseadas em generalizagbes feitas para os “Pequenos Cervideos Florestais
Solitarios”, um grupo de cervideos assemelhados pela morfologia, pelo tipo de
habitat que ocupam e pelo comportamento social, mas que estdo distribuidos
em diferentes partes do planeta (BARRETE, 1987). Entretanto, essas
generalizacbes sao simplificacbes grosseiras a respeito de um grupo de
animais onde cada espécie é Unica e aparentemente muito adaptada ao habitat
gue ocupa (BARRETE, 1987). Estariam, assim, sendo encobertas nessas
generalizagbes muitas informagbes acerca da historia natural e biologia

evolutiva dessas espécies.



Estudos genéticos sugerem que, dentre os Mazama, haveria uma
divisdo em dois clados evolutivos: o clado cinza composto por M. gouazoubira
e M. nemorivaga e o clado vermelho composto por M. americana, M. nana e M.
bororo. As espécies do clado cinza ocupariam vegetacdes de savana densa,
engquanto que as espécies do clado vermelho ocupariam as areas de florestas
Uumidas mais densas (DUARTE et al., 2008).

O veado-mao-curta (Mazama nana) € a menor espécie do género, com
menos de 15 Kg de peso e 45 a 50 cm de altura (DUARTE, 1996;
DELLAFIORI; MACIERA, 2001). Ocupa as areas do sul do Brasil onde ocorrem
a Floresta Ombrofila Mista e seus ecétonos com a Floresta Estacional
semidecidua, a Floresta Ombréfila Densa e o Cerrado (ROSSI, 2000;
MARGARIDO; BRAGA, 2004; ABRIL et al., 2010). Essa éarea foi severamente
impactada pelas atividades agricolas e de extracdo madeireira, restando
apenas 5% das formacdes primarias de floresta ombrofila mista (MONTEIRO,
2003; VOGLIOTTI, 2008). Quanto ao habitat, a espécie apresenta preferéncia
por areas umidas (CZERNAY, 1987), sendo também ocupadas areas de
vegetacdo mais densa, com abundancia de bambus e mesmo as capoeiras de
vegetacdo secundaria (DUARTE, 1996; EISENBERG; REDFORD, 1999;
CHEBEZ; VARELA 2001). Segundo Vogliotti (2008), essa espécie é um dos
cervideos brasileiros menos conhecidos pela ciéncia, ndo havendo qualquer
levantamento populacional da espécie na natureza (Duarte et al., 2011)

A Unido Internacional para a Conservagao da Natureza (IUCN) em 2008
classificou a espécie, devido a falta de informac¢Bes, dentro da categoria
“Dados deficientes” e o Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (DUARTE et
al., 2011), baseando-se em inferéncias sobre a diminuicdo das areas de
Floresta Ombréfila Mista, a classificou como ameacada de extin¢cdo, dentro da
categoria “Vulneravel”.

Todo esse contexto de falta de informagBes e possivel ameaca de
extincdo fazem necessarios estudos ecoldgicos e genéticos, elementares para
se determinar minimamente o status de conservacdo da espécie. Sugere-se
iniciar estes estudos com a estimativa populacional da espécie e a
determinacdo de sua distribuicdo que serdo o marco inicial de um
monitoramento por longo prazo e que indicardo areas prioritarias para o0 manejo

da espécie na natureza. Ainda, é necessario averiguar se a espécie realmente



se distribui pelas areas de Floresta Ombrofila Mista e seus ecotonos, como
sugerido pela literatura.

Sendo os cervideos do género Mazama dificeis de serem avistados e
capturados, uma alternativa para se estudar a distribuicdo e uso do habitat por
essas espécies seria a observacao de indicios indiretos da presenca destas,
como pegadas e fezes. Um estudo com cervideos equipados com radio colares
e simultdnea coleta de amostras fecais, mostrou que esses indicios indiretos
sao significantemente representativos do uso do habitat (LOFT; KIE, 1988).

Bodmer (1991), utilizando dados de pegadas, indica que na Amazonia,
M. americana utiliza areas umidas e inclinadas em regides de terra firme e
areas umidas em regides de planicies inundaveis, ja M. gouazoubira utiliza
areas secas dos topos de colinas. Rivero et al. (2005), em um estudo com
Mazama na Bolivia, mais especificamente na floresta estacional Chiquitana,
através da observacdo de indicios indiretos (pegadas e fezes) e uso de
armadilhas fotograficas, encontraram uma utilizacdo diferencial dos quatro
habitats estudados.

Os resultados encontrados por Bodmer (1991) e Rivero et al. (2005)
podem ser fortemente questionados uma vez que a simples observacdo e
mensuracdo das sibalas fecais e das pegadas nao proporcionam uma
identificacdo segura da espécie que passou por determinado local
(VOGLIOTTI, 2008; DUARTE dados néo publicados). Restaria, como possivel
metodologia a ser empregada, os estudos baseados no DNA contido nas fezes
(ALBAUGH et al., 1992; SIDRANSKY et al., 1992; KOHN; WAYNE, 1997).

A coleta e a andlise das fezes tém sido uma importante fonte de
informacBes sobre os animais selvagens, fornecendo informacfes desde a
genética até a endocrinologia e servindo como base para varios estudos
ecolbgicos onde pode até ser estimada a abundancia (KOHN; WAYNE, 1997).
Porém, alguns cuidados como: ndo contaminacdo das amostras durante a
coleta, armazenamento adequado apO6s a coleta a fim de minimizar a
degradacgéo das amostras, coleta de amostras preferencialmente frescas, entre
outros, devem ser tomados (OLIVEIRA et al., 2009; BEJA-PEREA et al., 2009).

Gonzalez et al. (2009) desenvolveram iniciadores capazes de amplificar
um fragmento do gene citocromo B de todas as espécies do género Mazama.

Os autores submeteram esse fragmento a hidrolise com enzimas de restricdo



Bstnl, Sspl e Afllll. Essas enzimas promoveram o corte especifico do fragmento
em fragmentos de tamanhos diferentes, permitindo a identificacdo das espécies
pelos padrdes de restricao.

Para a analise molecular das fezes também podem ser utilizados
marcadores moleculares altamente polimorficos denominados microssatélites.
Estes, podem discriminar essas amostras ao nivel de individuo. Quando uma
grande quantidade de amostras fecais é genotipada com esses marcadores, 0
namero cumulativo de genatipos individuais pode ser expresso em funcéo do
namero de fezes coletadas. A assintota dessa curva pode ser determinada
analiticamente e gerar uma estimativa da populacao local (KOHN et al., 1999).
De maneira similar, modelos de marcagcdo e recaptura podem ser Uteis para
analisar os dados de genotipagem fecal (KONH; KNAUER, 1999). Nessa
metodologia, fezes com o mesmo genoétipo sdo consideradas como recapturas.

Utilizando-se dessas metodologias moleculares, DUARTE et al. (2005)
além de determinarem a distribuicdo geografica de M. bororo, também
estimaram, através do modelo de marcacdo e recaptura de Schumacher e
Eschmeyer (1943), a densidade da espécie no Parque Estadual de Intervales.

Atualmente, também é possivel determinar através da amplificacdo do
gene codificador da Amelogenina, o sexo do animal que produziu as amostras
(ENNIS; GALLAGHER, 1994). Isso permite determinar a proporcao sexual da
populacao (OLIVEIRA, 2010).

Um importante componente no planejamento para a conservacdo das
espécies é a determinacdo de sua distribuicdo. Para isso, uma grande
variedade de técnicas de modelagem tem sido desenvolvida (GUISAN;
THUILLER, 2005). Essas técnicas utilizam associacdes entre varaveis
ambientais e pontos de ocorréncia da espécie para identificar areas adequadas
para a ocorréncia da espécie (PEARSON, 2007).

Ferraz et al. (2010), observando pegadas de cachorro do mato
(Cerdocyon thous) ao longo de uma bacia hidrografica e utilizando-se de
modelagem de distribuicdo de espécies no software Maxent (PHILLIPS et al.
2006, PHILLIPS; DUDIK, 2008), conseguiram determinar a distribuicdo da
espécie em um mosaico agricola do sudeste brasileiro.

Diante do escasso conhecimento sobre a ecologia e estado de

conservagao do veado-mao-curta (M. nana), o presente trabalho visa entender



como essa espécie se distribui em sua area de ocorréncia e estimar uma
dessas populacdes. Isso € de fundamental importancia para a conservagao de
M. nana, uma vez que a espécie nao possui programa de monitoramento
algum. Sera possivel, também, determinar as areas prioritarias para a

conservacao da espécie.



2. OBJETIVOS

— Determinar a distribuicdo potencial de M. nana, propondo areas
prioritarias para a conservacgao.
— Estimar a abundancia e a propor¢ao sexual de uma populacédo de M.

nana, iniciando um programa de monitoramento.

3. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA DE EXECUCAO

O trabalho tera inicio com a obtencédo da licenca de pesquisa dentro das
unidades de conservacdo, a qual j& estd sendo providenciada. Essa
antecipacao evitara maiores delongas e atrasos na execucao do projeto.

Obtida a licenca, tera inicio a etapa de coleta das amostras em campo
gue ocorrera durante sete meses. Apds essa etapa terd sequéncia o trabalho
realizado no Laboratério de Biologia Molecular do Nuacleo de Pesquisa e
Conservacao de Cervideos da FCAV/UNESP que constara de: a) extracdo do
DNA contido nas amostras de fezes; b) identificacdo especifica das amostras; e
c) sexagem e identificacdo individual das amostras. O trabalho laboratorial tera
duracéo prevista de 21 meses.

Encerrados os procedimentos de laboratério, serdo analisados os dados
no intuito de se estimar a populacédo e fazer a modelagem de distribuicdo da
espécie que levardo quatro meses.

Durante os trés meses finais serdo confeccionados a dissertacdo e o

relatério cientifico final.



CRONOGRAMA DE EXECUCAO

Atividade

2013

Revisao da literatura

Participacdo em disciplinas

Obtencéo de licencas

Coleta das amostras em campo

Extracdo do DNA das amostras

Identificacdo especifica

Sexagem e identificacdo individual

Estimativa populacional

Modelagem de distribuicdo

Confeccéo dos relatérios cientificos

Qualificacéo

Confeccao da tese




4. MATERIAL E METODOS

4.1. AREAS DE ESTUDO

Sera realizada uma coleta de amostras fecais em 21 unidades de
conservacao da regido sul do Brasil, sendo que uma delas sera escolhida para
um estudo mais intensivo que objetivara estimar a abundancia populacional.

As éareas foram escolhidas levando-se em conta a formacao florestal a
que pertenciam e o respectivo tamanho (Tab. 1). Foram contempladas as
formacdes florestais de Floreta Ombréfila Mista, Floresta Ombrofila Densa,

Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Estacional Decidual.

Tabela 1 — Areas onde sera realizada a amostragem através da coleta de amostras fecais.

Nome da area UF Tamanho (ha)

PE da Mata Séo Francisco PR 819
PE das Lauraceas PR 27682
PE do Boguagu PR 6637
PE do Lago Azul PR 4494
PE Mata dos Godoy PR 683
PE Vale do Cod6 PR 700
EE da Mata Preta SC 6566
PE da Serra do Tabuleiro SC 94608
PE de Amapora PR 209
PE de S&ao Camilo PR 387
PE do Penhasco Verde PR 305
PE do Turvo RS 16979
PE Vila Rica do Espirito Santo PR 349
PN da Serra do Itajai SC 57375
PN das Araucarias SC 12847
PN do Iguacu PR 169696
PNM Morro do Finder SC 48
RB das Perobas PR 8716
RB do Ibicui Mirim RS 567
RB Mata Paludosa RS 117
RVS do Pinhao PR 202

4.2. COLETA DAS AMOSTRAS
A coleta de fezes para a obtencdo de dados para a modelagem da
distribuicdo seré realizada percorrendo trajetos no interior das unidades. Serédo

escolhidos trajetos distribuidos de forma a fazer com que a amostragem se



distribua por toda a unidade, evitando a interdependéncia dos pontos de
eventuais coletas. Durante as incursdes ao campo, pretende-se coletar
amostras preferencialmente frescas. Cada unidade de conservacdo sera
amostrada por no maximo quatro dias ou até atingir 20 amostras.

Para a estimativa populacional, na area escolhida, sera feito um grid
com 11 trajetos paralelos de dois mil metros de comprimento e com duzentos
metros de distancia entre si. Esse grid sera percorrido uma vez por més
durante trés meses a fim de se ter trés se¢des de “capturas”.

Os trajetos serdo percorridos com um céo farejador previamente
treinado para o encontro de fezes de cervideos. O cao, de propriedade do
NUPECCE, é mantido sob rigido controle sanitario para evitar a introducdo de
enfermidades nas areas de estudo. Esse controle é feito a cada expedicéao,
guando o céao retorna ao hospital veterinario da FCAV/UNESP. Ainda, como
medida de controle sanitario adicional, as fezes do animal, quando em campo,
serdo enterradas. O pesquisador se mantera sempre junto a linha estabelecida
para o trajeto e o cao realizara incursdes em um raio de 20m em torno do
mesmo.

Fez parte do treinamento do cdo uma habituacdo a presenca de outros
animais ndo canideos, como medida para evitar que 0 mesmo interagisse com
a fauna nativa durante o trabalho em campo. E importante ressaltar que esse
animal ja realizou trabalhos bem sucedidos no Parque Nacional do Iguacu e
nas estacbes ecologicas do Jatai e de Santa Barbara, bem como em
fragmentos florestais de areas privadas no municipio de Cajuru, SP e no
Pantanal da Nhecolandia.

O local de coleta de cada amostra terd a sua coordenada geografica
anotada para posterior georreferenciamento. As amostras serdo coletadas com
o auxilio de dois gravetos, impedindo o contato com as méaos, e armazenadas,
durante as expedi¢cdes de campo, em tubos plasticos de centrifuga com tampa
de rosca (50 mL) hermeticamente fechada. Essas medidas visam evitar a
contaminacdo do material genético.

Os tubos, que receberédo as sibalas fecais, conterdo 40 mL de etanol
absoluto, adicionado antes das incursbes ao campo. As amostras seréao
acompanhadas de informagcfes como coordenadas geograficas e idade

aparente. A idade sera distribuida em duas categorias: “fresca” e “nao fresca”.



4.3. ANALISE LABORATORIAL
4.3.1. Extracdo do DNA

A extracdo do DNA fecal sera realizada utilizando-se do kit de extragao

QlAamp® DNA Stool Mini Kit, seguindo protocolo do préprio fabricante.

4.3.2. Identificacao especifica

Um fragmento de 224 pb do gene mitocondrial citocromo b sera
amplificado por meio de PCR, com iniciadores capazes de amplificar amostras
de todas as espécies do género Mazama, desenhados por Gonzalez et al.
(2009), seguindo as seguintes concentracfes dos reagentes: 0,16uM de cada
iniciador, 2X de tampao, 1,25mM de dNTP, 10,0mM de MgCl,, 0,8ng/uL de
BSA, 3U de Tag DNA Polimerase, 3,0uL de DNA e agua ultrapura gsp 25,0 L.

Apos a amplificagéo, os produtos de PCR de 224 pb serdo corados com
GelRed™ (Biotium), submetidos & eletroforese em gel de agarose a 2% e, sob
transiluminador de luz ultravioleta, fotodocumentados e analisados. Seréo
realizadas até quatro tentativas de amplificar cada amostra; apos isso, mantido
0 insucesso, a amostra sera excluida do processo.

Apods a confirmacdo da amplificacdo, os produtos serdo submetidos a
hidrolise com as enzimas de restricdo Sspl, Afllll e BstN. Essas enzimas
promovem o corte especifico do fragmento de 224 pb em fragmentos de
tamanhos diferentes, que resultam na identificacdo das espécies (GONZALEZ

et al., 2009). O resultado sera fotodocumentado.

4.3.3. Sexagem

A sexagem das amostras sera realizada por meio da amplificagdo do
l6cus do gene da amelogenina com o iniciador desenvolvido por Ennis e
Gallagher (1994). O protocolo usado na reacdo de PCR sera 0 mesmo descrito
por Pajares et al. (2007) com alteracdes sugeridas por Oliveira (2010).

4.3.4. Identificagao individual



As amostras fecais serdo genotipadas com a utilizacdo de 5 iniciadores
de locos microssatélites selecionados por Oliveira (2010), e a genotipagem
serd feita em um sequenciador automatico ABI Prism 3100. As reagfes de
PCR seréao realizadas também seguindo o protocolo de Oliveira (2010). Serdo
feitas reacdes em triplicata e um gendtipo consenso sera determinado

seguindo os seguintes critérios:

a) Uma vez detectado um resultado heterozigoto identico em duas das
réplicas, o mesmo sera considerado em definitivo, ndo sendo
considerado um eventual resultado homozigoto na terceira réplica;

b) Detectado um homozigoto, 0 mesmo sé sera considerado se em
conformidade com as outras duas réplicas;

c) Ocorrendo um homozigoto em duas das réplicas e um heterozigoto
na terceira, sera feita uma quarta réplica. Se a quarta réplica for
homozigoto, 0 mesmo sera confirmado. Se a quarta réplica for um
heterozigoto, 0 mesmo sera confirmado.

d) Homozigotos com tamanhos diferentes em duas das trés réplicas
implicardo em uma quarta réplica. Se ocorrer um resultado
heterozigoto que contempla os tamanhos de bandas anteriores, o
mesmo serd acatado. Qualquer resultado diferente implicara na
exclusdo da amostra da analise dos dados.

Os resultados das genotipagens serao utilizados para a determinacao de

parametros genéticos da populacao e para se estimar a abundancia.

4.4. BASE DE VARIAVEIS AMBIENTAIS

Para gerar os modelos de distribuicdo da espécie, sera utilizada a base
de variaveis ambientais disponibilizada pela Divisdo de Processamento de
Imagens do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais ja interpolados para a
resolucdo de 30 arc-segundos (~1km). Essa base engloba dados climaticos,

indice de Walsh, mapa da vegetacdo, porcentagem de cobertura arborea,



mapa de solos, altitude, declividade, exposicao, distancia vertical a drenagem e

densidade de drenagem.

5. ANALISE DOS RESULTADOS

5.1. PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO

Os resultados das genotipagens serdo também utilizados para a
determinacdo de padrdes genéticos da populacdo como diversidade alélica e
heterozigosidade observada e esperada. Para isso sera testado se a populacao
encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

A probabilidade de identidade (Pp), probabilidade de dois individuos
compartilharem, aleatoriamente, 0 mesmo genoétipo para todos os 5 loci que

serdo analisados, sera estimada pela equacédo (PAETKAU et al., 1998):

Pjnzﬂj':zﬁzl_‘*d:'_gﬂliﬂj+2‘31:'+”':9‘31+2':'_'5

=1 (m—2) (=23

Onde n é o tamanho da amostra, a; é igual a ¥p;' e p é a freqiiencia do
alelo J. Os valores serdo calculados para cada loco e entdo multiplicado para

cada alelo para obter a Pp total.

5.2. ESTIMATIVA POPULACIONAL E PROPORCAO SEXUAL

A partir da individualizacdo das amostras fecais, serdo empregados trés
métodos para se obter a estimativa populacional de M. nana na area escolhida.
Um deles considerara o numero de amostras distintas como o numero total de
individuos da area amostrada. Outros dois métodos (SCHNABEL, 1938;
SCHUMACHER; ESCHMEYER, 1943) utilizardo modelos de captura,
marcacdo e recaptura analisados através do programa computacional
Ecological Methodology 5.1 (KENNEY; KREBS, 1998). Como esses modelos
necessitam de, ao menos, trés secdes de capturas, cada més sera considerado

uma secdo. Amostras repetidas dentro da mesma “secédo de captura” serdo



desconsideradas. Quando uma amostra mostrar-se repetida numa secao de
captura distinta, computar-se-4 como uma recaptura e quando ndo, sera
computada como uma nova captura. Esses modelos assumem que a
populacdo estudada € fechada, ou seja, ndo ocorrem mortes, nascimentos e
migracfes. Assim, sera assumido que a populacdo € fechada dentro do
periodo de trés meses em que a mesmo sera amostrada.

Como premissa para esse trabalho, cada combinagdo genotipica sera
considerada um individuo diferente. O erro embutido nessa premissa sera
calculado, levando em consideracdo as frequiéncias alélicas na populacéo e a
probabilidade de repeticio da mesma combinacdo em outro animal da
populacao.

Com a sexagem das amostras sera possivel determinar a proporcéo

sexual da populacdo em estudo.

5.3. MODELAGEM DA DISTRIBUIC}AO

A funcdo de um método de modelagem € predizer a adequabilidade do
ambiente para as espécies em funcdo das varidveis ambientais fornecidas
(PHILLIPS et al., 2006). Assim, de posse da localizacado georreferenciada das
amostras identificadas no laboratério como sendo da espécie M. nana e dos
arquivos da base de dados ambientais que descrevem alguns fatores que
provavelmente influenciam a adequabilidade do ambiente para a espécie, sera
feita a modelagem da distribuigcéo.

A modelagem sera feita pelo software Maxent 3.3.3a (PHILLIPS et al.,
2004, 2006) o qual utiliza apenas dados de presenca da espécie e estima uma
probabilidade de distribuicdo encontrando a distribuicdo da probabilidade com a
maxima entropia. Para isso 70% dos pontos serdo usados para “treinar” o
modelo e 30% para testa-lo (PEARSON, 2007). Os pontos serdo amostrados
pelo método de bootstrap com dez particbes aleatérias com substituicdo. A
avaliacdo do modelo sera feita pela AUC (Area Under the Curve) e o melhor
modelo sera aquele com o valor AUC mais alto (ELITH et al., 2006; PHILLIPS;
DUDIK, 2008).

5.4. IMPLICACOES DOS RESULTADOS ESPERADOS



Com a determinacgéo das &reas de potencial distribuicdo de M. nana, da
estimativa da abundancia populacional e proporcao sexual, sera possivel iniciar
um programa de monitoramento da espécie na natureza, alem de determinar
as areas mais importantes para a conservacdo da mesma. Esses resultados
esperados também serdo de grande valia para conhecimento basico desta que
€ uma das espécies menos estudadas de ungulados no Brasil, sendo também

a mais ameacada de extingéo.
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