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RESUMO

Distribuicao e estimativa populacional do veado-méao-curta
(Mazama nana) utilizando amostragem né&o invasiva

O veado-méao-curta (Mazama nana) € uma espécie de cervideo que ocupa
a regido Sul do Brasil, norte da Argentina e leste do Paraguai, tendo sido
severamente afetada pela reducdo drastica das areas florestadas. Trata-se, também,
da espécie de cervideo neotropical menos estudada pela ciéncia. Frente a essa
situacdo, o presente projeto prop6s-se a entender como essa espécie se distribui em
sua area de ocorréncia, prop0s areas prioritarias para sua conservagao e estimou a
densidade de duas populacbes. Dada a raridade e a alta elusividade da espécie,
prop6s-se o0 uso de metodologias indiretas para se atingir o objetivo proposto. Assim,
foram usadas metodologias baseadas na coleta de amostras fecais, extracdo do
DNA e posterior analises molecular e genética. Foram coletadas amostras fecais
com o auxilio de um céo farejador em unidades de conservacdo distribuidas ao
longo do Sul do Brasil. Apds a identificacdo da espécie por meio da amplificacdo de
um fragmento do citocromo B e corte com enzimas de restricdo (PCR/RFLP) e com
os dados de localizacdo das amostras, foram feitas modelagens de distribuicdo com
0 software Maxent. Foram escolhidas duas unidades de conservagao, onde foram
realizadas coletas de amostras fecais, baseadas em faixas, para possibilitar a
estimativa da densidade de animais nestas populacdes. Estabeleceu-se a
distribuicdo geografica potencial de M. nana no Brasil para os Estados do Paran4,
Santa Catarina, norte e centro do Rio Grande do Sul, extremo sul de Sdo Paulo e
Mato Grosso do Sul. Porcéo leste do Paraguai e, na Argentina para a provincia de
Missiones. A densidade da espécie para a regido norte do Parque Nacional do
Iguacu foi de 1,9 ind/km? e para o Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo foi de
5,5 ind/km?. A populacdo potencial da espécie foi de 152.991 individuos, sendo
15.524 individuos a populacdo dentro das areas protegidas. Sugere-se a
manutencdo do estado de conservacao da espécie como Vulneravel, tanto na lista
Brasileira como na lista Internacional de fauna ameacada de extin¢éo.

Palavras-chave: Cervidae; DNA fecal; Ecologia molecular; Microssatélite; Citocromo
b; Mata Atlantica
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ABSTRACT

Dwarf brocket deer (Mazama nana) distribution and population estimates with
non-invasive sampling

The Brazilian dwarf brocket (Mazama nana) is a deer species that
occupies the forests of southern Brazil, north of Argentina and east of Paraguay. It
has been greatly affected by the drastic reduction of forested areas. It is also the less
studied neotropical deer. Considering this situation, this project aimed to shed light
on the species distribution along its range, to indicate conservation priority areas and
estimate the density of two populations. Given the rarity and high elusiveness of the
species, it is proposed the use of indirect methods to achieve this goal. Fecal
samples collection based methodologies were used, followed by DNA extraction and
subsequent molecular and genetic analysis. Fecal samples were tracked and
collected in protected areas spread over south Brazil, with the help of a scat
detection dog. After species identification by PCR/RFLP and samples spatialization,
species distribution modeling was carried out using Maxent software suit. Two
protected areas were chosen for a faecal sampling based on transects, in order to
estimate the population density. Potential geographical distribution of M. nana in
Brazil was stablished at states of Parana, Santa Catarina, northern and center Rio
Grande do Sul, extreme South of S&o Paulo and Mato Grosso do Sul. Also at
Eastern Paraguay and Missiones province in Argentina. Species density at the
northern area of Iguacu National Park was 1.9 ind/km? and at the State Park of Vila
Rica do Espirito Santo was 5.5 ind/km? The species potential population was
152,991 individuals, including 15,524 individuals inside protected areas. It is
suggested to maintain species conservation status as vulnerable on the Brazilian and
on the International red list of threatened species.

Keyword: Cervidae; Faecal DNA; Molecular ecology; Microsatellite; Cytochrome b;
Atlantic forest
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1 INTRODUCAO

Desde Humboldt, no século XIX, com o inicio da Ecologia com uma visédo
mais formal, passando por Raymond Lindeman e Robert MacArthur nos meados do
século XX, que tornaram essa ciéncia mais matematizada e abriram as portas para a
implementagdo dos mais diversos modelos para a interpretacdo do mundo natural,
tentamos entender e predizer a interacdo dos seres vivos com 0 meio ambiente bem
como os fatores determinantes das distribuicbes geograficas e densidades das
espécies. ApGs a Primavera Silenciosa de Rachel Carson, na década de 1960, e a
explosao do movimento “verde”, nas décadas seguintes, a atualmente chamada
Biologia da Conservacdo tem buscado bases metodolégicas e conceituais na
Ecologia. Essa base tedrica tem sido usada para prever extingcdes, propor medidas
de contingenciamento e avaliar o estado de conservacdo de espécies e
ecossistemas.

Nesse contexto de geracdo de conhecimento cientifico, amparando a Biologia
da Conservacdo, € que se insere a presente tese de doutoramento. O foco da
mesma € o estudo do veado-mao-curta (Mazama nana), considerado o cervideo, ao
mesmo tempo, menos conhecido pela ciéncia no Brasil (VOGLIOTTI, 2008) e mais
ameacado de extincdo na regido Neotropical (ABRIL et al., 2010). Possivelmente,
isso se deva ao seu comportamento elusivo, ocupando florestas tropicais de acesso
trabalhoso e, por tais florestas, mais especificamente a Floresta de Araucarias,
terem sido severamente extirpadas em decorréncia da exploragdo humana.

A determinagdo de parametros elementares, como a densidade e a
distribuicdo, basicos para qualquer estudo ecolégico da espécie, tem-se mostrado
bastante dificil para as espécies do género Mazama, dada a ja citada elusividade,
gue impede visualizacdes e capturas necessarias em metodologias tradicionais de
estudos ecoldgicos (VOGLIOTTI, 2003). Formas de contornar esse impasse foram
surgindo ao longo do tempo, como a amostragem genética nao invasiva por meio
das fezes (KOHN; WAYNE, 1997), a localizacdo das amostras fecais por caes
farejadores (SMITH et al., 2001) e a predicdo do nicho ecologico e da distribuicdo
geografica com reduzidos dados de ocorréncia, cujos primordios é revisado por
Guisan e Thuiller (2005).

Diante do escasso conhecimento sobre a ecologia e o estado de conservagao

do veado-méao-curta, o presente trabalho visou a entender como essa espécie se
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distribui em sua area de ocorréncia, propds areas prioritarias para sua conservacao
e estimou a densidade de duas populacdes. Ainda, foi testada a existéncia de

correlacado entre a densidade da espécie e a adequabilidade do ambiente.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 O veado-mao-curta (Mazama nana)

Surgida na Eurasia, a familia Cervidae é constituida por 17 géneros,
largamente distribuidos no globo, com excecado dos extremos polares (EISENBERG,;
REDFORD, 1999; MERINO; ROSSI, 2010). Durante o inicio do Plioceno, essa
familia adentrou no continente americano, vindo da Asia, pelo estreito de Bering.
Mais tarde, no limite entre o Plioceno e o Pleistoceno (2,5 milhdes de anos atras), ao
redor de oito taxa, de tamanho médio e chifres ramificados, cruzaram a regido do
Panama (EISENBERG, 1987; WEBB, 2000; GILBERT et al., 2006; DUARTE et al.,
2008). Esses taxa pertenciam basicamente a dois clados denominados por Duarte et
al. (2008) de clado “Cinza” e clado “Vermelho”. Ap6s adentrar na América do Sul, o
clado vermelho rapidamente se diversificou gracas aos reflgios florestais formados
na glaciacao pleistocénica e a baixa plasticidade ecoldgica das espécies a qual as
impediu de transitar entre esses refugios (GONZALEZ et al., 2010).

No clado vermelho, estariam as espécies associadas a ambientes florestais
mais fechados, como M. americana, M. nana, M. bororo e Odocoileus virginianus
(MERINO; ROSSI, 2010). Este ultimo, uma espécie plastica que ocupa ampla gama
de habitats (GALLINA et al., 2010). Ja no clado cinza, estariam as espécies
associadas a ambientes vegetacionais mais abertos, como campos e savanas,
sendo elas Blastocerus dichotomus, Ozotoceros bezoarticus, Hippocamelus
bisulcus, H. antisensis, M. nemorivaga e M. gouazoubira. Essas espécies,
justamente por serem mais plasticas (PINDER; LEEUWENBERG, 1997) puderam
deslocar-se entre os reflgios pleistocénicos, resultando em menor diferenciacdo
geografica e consequente especiacdo (GONZALEZ et al., 2010). Fica clara, hoje, a
polifilia do género Mazama, que futuramente deve ser desmembrado em dois ou trés
géneros.

J& mais recentemente no tempo evolutivo, ha 1,8 milhdo de anos, o clado
vermelho deu origem a duas variantes de M. americana e posteriormente (1,0 milh&o
de anos atras) houve o desmembramento de um ramo onde se encontram M. nana e
M. bororo, que se diferenciaram ha 700 mil anos (DUARTE et al., 2008).

Em relacdo a outros cervideos, os animais do género Mazama sdo de

pequeno porte, com a porcao anterior do corpo mais baixa que a posterior,
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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). Entretanto, essas generalizacdes sao simplificacdes grosseiras a respeito de
um grupo de animais onde cada espécie é Unica e aparentemente muito adaptada
ao habitat que ocupa (BARRETE, 1987). Estariam, assim, sendo encobertas nessas
generalizacdes muitas informacgdes acerca da histéria natural e da biologia evolutiva
dessas espécies.

A validacdo do veado-mao-curta (M. nana) como espécie inicia-se com
Czernay (1987), passa através de estudos citogenéticos que se iniciaram com
Duarte (1992), andlises morfologicas feitas por Rossi (2000) e uma final concluséo
por Abril e Duarte (2008). Os estudos citogenéticos mostram um polimorfismo
cromossémico bastante acentuado com o numero diploide variando de 36 a 40
cromossomos e aparecendo até 6 cromossomos B.

A espécie (M. nana) é a menor do género, com menos de 15 kg de peso e
45 cm de altura, possuindo uma coloracdo avermelhada e homogénea (DUARTE,
1996) (Figura 1). A caracteristica fisica que da origem ao nome popular (veado-méo-
curta) foi constatada por Czernay (1987), que os descreve com membros anteriores
mais curtos que 0s posteriores, apesar de iSsoO ser uma caracteristica comum em
todo o género. Outro nome popular da espécie, “porord”, advém do comportamento,
talvez folclorico, de que a espécie despista os cacadores, correndo em circulos e

emitindo um alto som que originou a onomatopeia desse seu nome (GIAI, 1976).
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Figura 1 — Espécime de Mazama nana do sexo masculino (Foto: J. M. B. Duarte).

A reproducdo da espécie culmina com nascimentos entre setembro e
fevereiro, originando apenas um filhote por fémea (CRESPO, 1982) e
aparentemente ndo existe ciclo de chifres nos machos (DUARTEY). N&o ha
informacdes quanto a area de vida da espécie, densidade, uso do espaco e ecologia
alimentar (ABRIL et al, 2010). E relatado um periodo de atividade
predominantemente noturno na regido do Iguacu (Brasil) e da contigua Misiones
(Argentina) (VOGLIOTTI, 2008; DI BITETTI et al., 2008).

Eisenberg e Redford (1999) descrevem a distribuicdo de M. nana contendo o
sudeste do Paraguai, o norte da provincia de Misiones na Argentina e os estados
brasileiros do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e S&o Paulo, estendendo-
se até as porcoes sul do Mato Grosso do Sul e de Minas Gerais. Duarte (1998)
revisando antigos trabalhos da literatura zooldgica e agregando seus dados de

coleta, revisa tal distribuicao:

! DUARTE, J.M.B. (Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias — UNESP, Jaboticabal - SP, Brasil)
Comunicacéo pessoal, 2015.
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Cabrera (1960) cita como area de ocorréncia da espécie o sudeste do
Brasil, nordeste da Argentina e leste do Paraguai. Grubb (1990) ainda
acredita na ocorréncia da espécie na Bolivia. Segundo Vieira (1955), no
Brasil a espécie ocorre no Mato Grosso, Sao Paulo e Rio Grande do Sul, o
que é contestado por Duarte (1996), para quem a espécie ocorre do norte
do Estado do Parand ao centro do Rio Grande do Sul, adentrando no

Paraguai e na Argentina.

Nesse mesmo trabalho, Duarte prope um mapa de distribuicdo das espécies
do género Mazama, onde M. nana aparece na regiao citada, mas nota-se que sua
distribuicdo ndo se estende as regides leste dos estados da regido Sul do Brasil.

Por fim, Rossi (2000), baseado em oito localizagbes de coleta de exemplares
de museu por ele analisados, descreve a espécie como presente nos Estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e na parte sul de Sao Paulo.

Quanto ao habitat, a espécie parece ser associada a Floresta Ombrofila Mista
(Floresta de Araucéria), Floresta Estacional Semidecidual e vegetacdo de transicao
entre cerrados e Floresta Ombrofila (ROSSI, 2000). Prefere habitats Umidos
(CZERNAY, 1987) e, contraditoriamente a isso, regides de montanhas florestadas
(DUARTE, 1996; CABRERA; YEPES, 1960). Ocupa também areas de florestas
secundarias e com alta abundancia de bambus (CHEBEZ; VARELA, 2001). No
Parque Nacional do Iguacgu, M. nana ocupa areas de Floresta Ombréfila Mista e com
maiores densidades vegetacionais arbustivas, diferenciando-se de M. americana
gue, no mesmo parque, ocupa areas de Floresta Estacional Semidecidual e com
vegetacado menos densa nos estratos inferiores (VOGLIOTTI, 2008).

O estado de conservagcdo de M. nana € baseado em inferéncias sobre um
declinio populacional previsto maior ou igual a 30%, o que a faz ser classificada
como Vulneravel tanto na lista Brasileira quanto na IUCN (Unido Internacional para
Conservacao da Natureza). Essa inferéncia € baseada na associacdo da espécie
com florestas do sul do Brasil, Argentina e Paraguai, em especial a Floresta
Ombrdfila Mista, cujos 90% dos remanescentes sdo menores que 200 ha e que,
devido a isso, as populagbes da espécie estdo expostas a ataques de cées e a
enfermidades de animais domésticos, como bovinos (DUARTE et al.,, 2012;
DUARTE et al., no prelo). Um fator agravante é o alto polimorfismo cromossémico da

espécie, que pode interferir negativamente no sucesso reprodutivo da mesma,
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levando a declinios populacionais e extingbes locais (ABRIL; DUARTE, 2008),

apesar disto ter sido pobremente avaliado até o momento.

2.1.2 Distribuicdo geografica e Densidade

A densidade dos organismos varia sob influéncia de uma série de fatores.
Nascimentos, mortes, imigracdes e emigracdes Sao processos intrinsecos da
populacdo que podem impactar a densidade num dado momento e em um
determinado local. Entretanto, existem fatores extrinsecos que exercem influéncia
sobre tais processos e/ou ainda os sobrepujam. Esses fatores, cuja fonte € o
ambiente, podem ser tanto fisicos, como temperatura, umidade, etc., quanto
biolégicos, como competicdo e predacdo (HUTCHINSON, 1959; RICKLEFS;
MILLER, 1999; GASTON, 2009).

Questionamentos tais quais por que determinados animais ocupam
determinados locais, alguns geograficamente amplos e outros bem restritos,
algumas espécies com distribuicbes quase que totalmente sobrepostas e outras
completamente distintas, ha tempos guiam a curiosidade dos cientistas na busca de
como, e em qual medida, essas distribuicdbes sdo moldadas (WALLACE, 1860;
GRINNELL, 1917). O fator primario na determinacdo das distribuicbes é a
adequabilidade ambiental (RICKLEFS; MILLER, 1999). Processos conjuntos e
dindmicos, como elevados nascimentos aliados a dispersdo, sdo vetores que
tendem a estender os limites da distribuicdo de uma espécie bem como, em outra
direcdo, mortes podem levar a extingdes locais e a consequente retracdo das
distribuicdes (GASTON, 2009). Entretanto, esses vetores sao o resultado da pressao
gue o meio exerce sobre os individuos, e 0 mais proeminente deles sao as barreiras
fisicas, como os rios e as cordilheiras; mas outros, tais como temperatura,
vegetacao, regime pluviométrico, tipo do solo impedem os animais de, aleatoria e
irrestritamente, espalharem-se pelo globo (GRINNELL, 1917).

Uma abordagem que se tem mostrado uma ferramenta cada vez mais
importante nas Ultimas duas décadas é a modelagem de distribuicdo de espécies.
Essa ferramenta é especialmente Util para prever a distribuicdo de uma espécie
guando existem poucos registros de ocorréncia (PEARSON, 2007). Esses pontos de
ocorréncia sdo sobrepostos a conjuntos de informagfes ambientais para modelar

seu nicho ecologico sob uma perspectiva de dimensdes ambientais (HUTCHINSON,
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1959) e projetar sua distribuicdo no espaco geografico. Porém, € preciso ficar claro
que essa projecdo é nada mais que o espacgo geografico com condi¢des abibticas
adequadas a espécie, resultante de seu nicho fundamental e sem levar em
consideracao a acessibilidade, seja ela histérico-evolutiva seja imposta por barreiras
geograficas (PETERSON; SOBERON, 2012). Em outras palavras, essa distribuicdo
potencial € o Nicho Fundamental sem as interagfes bitticas, chamado de Nicho
Potencial (JACKSON; OVERPECK, 2000), constrito pela acessibilidade (SOBERON;
PETERSON, 2005). Um dos algoritmos mais utilizados para esse tipo de modelagem
€ 0 Maxent, que com os dados de ocorréncia (presenca) e, nao necessariamente, 0s
dados de auséncia da espécie, utiliza-se do principio de méxima entropia para
predizer uma distribuicdo potencial (PHILLIPS et al., 2006; BALDWIN, 2009).

Assim sendo, esse método pode ser visto como um componente fundamental
no planejamento da conservacdo das espécies, determinando sua potencial
distribuicdo e as areas de maior adequabilidade para a espécie (PEARSE; BOYCE,
2006; RODRIGUEZ et al., 2007). Uma vez que a adequabilidade ambiental prevista
pelos modelos prediz os limites superiores da abundéancia local (VANDERWAL et al.,
2009), podem-se fazer inferéncias sobre a densidade. Entretanto, pode ser
argumentado que isso meramente se trata de uma questao circular, uma vez que os
modelos sao construidos com os dados de ocorréncia e que a detectabilidade dessa
ocorréncia € maior em areas de alta densidade (JIMENEZ-VALVERDE, 2011). De
gualquer forma, essa possivel relacdo densidade-adequabilidade ambiental tem
promissora utilizagdo na biologia da conservagao, uma ciéncia de crise, que precisa
de respostas rapidas e que, mesmo nado contando com a ferramentaria ideal, utiliza-

se destas com precaucao e conservadorismo.

2.1.3 DNA Fecal

Em se tratando de estudar espécies elusivas, que ndo proporcionam facil
observacdo e coleta de dados, as amostras fecais representam um material
prontamente disponivel, facil de coletar e que pode oferecer uma série de
informacdes (PUTMAN, 1984). Entretanto, a obtencdo, em grande quantidade, das
amostras fecais é outra dificuldade no caso dos cervideos do género Mazama, ja
gue estas sdo inconspicuas e confundem-se com a serrapilheira. Uma das maneiras

de se contornar esse problema e aumentar a detectabilidade das amostras é a
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utilizacdo de cées farejadores, que indicam o local da defecagdo efusivamente
(SMITH et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2012). Para ampliar a gama de informacodes
que as fezes podem proporcionar, foi proposto o estudo do DNA contido nelas
(ALBAUGH et al., 1992; SIDRANSKY et al., 1992; KOHN; WAYNE, 1997).

A coleta e a analise das fezes tém sido uma importante fonte de informacdes
sobre os animais selvagens, fornecendo informacfes desde a genética até a
endocrinologia e servindo como base para varios estudos ecolégicos, podendo até
ser estimada a abundancia populacional (KOHN; WAYNE, 1997; KOHN et al., 1999).
Porém, alguns cuidados como: ndo contaminagdo das amostras durante a coleta,
armazenamento adequado apds a coleta a fim de minimizar a degradacdo das
amostras, coleta de amostras preferencialmente frescas, entre outros, devem ser
tomados (OLIVEIRA; DUARTE, 2013; BEJA-PEREA et al., 2009).

Para um estudo ecoldgico detalhado, através do DNA contido nas fezes, é
necessario determinar com precisdo dados como: espécie a que pertence a amostra
de fezes e a identificacdo individual da amostra frente a populacdo a que pertence.
Para isso, sdo utilizados marcadores moleculares especificos, e cada uma dessas
informacdes é obtida (OLIVEIRA; DUARTE, 2013).

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 hidrélise com enzimas de restricdo Bstnl,
Sspl e Aflll. Essas enzimas promoveram o corte especifico do fragmento em
subfragmentos de tamanhos diferentes, permitindo a identificacdo das espécies
pelos padrdes de restricdo. Atualmente, essa técnica distingue, também, as
amostras de Mazama das de Ozotoceros bezoarticus e Blastocerus dichotomus
(SOUZA et al., 2013).

Para a analise molecular das fezes, também podem ser utilizados marcadores
moleculares altamente polimorficos denominados microssatélites. Eles podem
discriminar essas amostras ao nivel de individuo. Quando uma grande quantidade
de amostras fecais € genotipada com esses marcadores, 0 numero cumulativo de
genotipos individuais pode ser expresso em fungéo do numero de fezes coletadas. A
assintota dessa curva pode ser determinada analiticamente e gerar uma estimativa
da populacéo local (KOHN et al., 1999).
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2.2 Metodologia

2.2.1 Areas de estudo

Foram realizadas coletas de amostras fecais em 14 unidades de conservagao
selecionadas na regido Sul do Brasil (Figura 2). O Parque Nacional do Iguacu, em
sua regiao norte, e o Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo foram escolhidos
para um estudo mais intensivo que objetivou estimar a abundancia populacional.

As éareas foram escolhidas levando-se em conta a formacéo florestal a que
pertenciam e o respectivo tamanho (Tabela 1). Foram contempladas as formacgfes
florestais de Floresta Ombrofila Mista, Floresta Ombrofila Densa, Floresta Estacional
Decidual. Foram escolhidas areas com

Semidecidual e Floresta Estacional

tamanhos menores que 600 ha e maiores que 5.000 ha no intuito de detectar as

condicBes ambientais extremas, possivelmente associadas ao tamanho das areas.
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Tabela 1 — Caracterizagcdo das areas de estudo com a respectiva Unidade da Federagéo
(UF), tamanho em hectares e a formacéao florestal predominante.

Nome da area UF Tamanho (ha) Formacao florestal
R. B. do Ibicui Mirim RS 567 Estacional Decidual
P. E. do Turvo RS 16.979 Estacional Decidual
P. E. de Amapora PR 209 Estacional Semidecidual
P. E. Vila Rica do Espirito Santo PR 349 Estacional Semidecidual
P. E. de Sdo Camilo PR 387 Estacional Semidecidual
R. B. das Perobas PR 8.716 Estacional Semidecidual
P. N. do lguacu PR 169.696 Estacional Semidecidual
P. N. M. Morro do Finder SC 48 Ombrofila Densa
R. B. Mata Paludosa RS 117 Ombrofila Densa
P. N. da Serra do Itajai SC 57.375 Ombrdfila Densa
P. E. da Serra do Tabuleiro SC 94.608 Ombrofila Densa
P. E. do Penhasco Verde PR 305 Ombréfila Mista
E. E. da Mata Preta SC 6.566 Omobréfila Mista
P. N. das Araucéarias SC 12.847 Ombrdfila Mista

2.2.2 Coleta das amostras

Foram realizados dois delineamentos diferentes para a coleta das amostras.
O primeiro delineamento, com a finalidade de obter dados para a modelagem da
distribuicdo, foi realizado percorrendo trajetos no interior das unidades. Para isso,
foram escolhidos trajetos distribuidos de forma que a amostragem se estendesse
pelos extremos geograficos da unidade, evitando a interdependéncia dos pontos de
eventuais coletas. Durante as incursbes ao campo, coletaram-se amostras
preferencialmente frescas. Cada unidade de conservagdo foi amostrada por, no
maximo, quatro dias ou até atingir 20 amostras. Essas amostras foram identificadas
apenas ao nivel de espécie.

No outro delineamento, para a estimativa populacional, foram escolhidas duas
das areas amostradas para o estudo de modelagem: o Parque Nacional do Iguacu e
o Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo. Para a sele¢céo das areas, foi levado
em consideracéo: a) Presenca de M. nana na area; b) Facilidade de acesso, e c)
Apoio logistico da Unidade de Conservagédo para o projeto. No P. N. do Iguacu, foi
feito um grid com sete trajetos paralelos de 2.000 metros de comprimento e 330
metros de distancia entre si (Figura 3). Esse grid foi percorrido uma vez por més,

durante trés meses. No P. E. V. R. do Espirito Santo, foram feitos transectos
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paralelos de diferentes comprimentos, também a cada 330 metros, cobrindo toda a
extensdo do parque (Figura 4). Esse parque foi amostrado uma vez por mes,
durante dois meses. As amostras coletadas nesse delineamento foram identificadas
ao nivel de espécie e individuo. A area amostral foi definida como a sendo a area de
um “buffer” de 330 m (raio de uma hipotética area de vida de 35 ha) ao redor dos

grid, excluindo regides externas a unidade de conservagao.

Parque Nacional do Iguagu

Transectos

Area amostral

Unidades de conservacdo )
|:] Froteiras Nacionais — e — 1 |,

Figura 3 — Representacao esquematica dos transectos amostrados no Parque Nacional do Iguacu e

da area amostral correspondente a um “buffer” de 330 m ao redor desses.
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Figura 4 — Representag¢édo esquematica dos transectos amostrados no Parque Estadual Vila Rica do

Espirito Santo e da area amostral correspondente a um “buffer” de 330 m ao redor desses.

Os trajetos, em ambos os delineamentos (276 km), foram percorridos com um
cédo farejador previamente treinado para o encontro de fezes de cervideos. O céo, de
propriedade do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE), é
mantido sob rigido controle sanitario para evitar a introducdo de enfermidades nas
areas de estudo. Esse controle é feito a cada expedi¢do, quando o c&o retorna ao
hospital veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP -
Jaboticabal. Ainda, como medida de controle sanitario adicional, as fezes do animal,
guando em campo, sdo enterradas. O pesquisador manteve-se sempre junto a linha
estabelecida para o trajeto e o cdo realizou incursées em um raio maximo de 20 m
em torno do mesmo.

Fez parte do treinamento do cdo uma habituacdo a presenca de outros
animais, como medida para evitar que ele interagisse com a fauna nativa durante o
trabalho em campo.

O local de coleta de cada amostra teve sua coordenada geogréfica anotada

para posterior georreferenciamento. As amostras foram coletadas sem o contato
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com as maos, e armazenadas, durante as expedi¢cdes de campo, em tubos plasticos
de centrifuga com tampa de rosca (50 mL), hermeticamente fechados. Essas
medidas visavam a evitar a contaminacdo do material genético. Os tubos que

recebiam os cibalos fecais foram completados com 40 mL de etanol absoluto.

2.2.3 Anaélise laboratorial
2.2.3.1 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido utilizando o protocolo de extracdo baseado em silica
(GLENN et al., 2004 adaptado de BOOM et al., 1990, HOSS; PAABO, 1993; HOSS,
1994) descrito abaixo:

1. Em um tubo de 1,5 mL, adicionar o cibalo inteiro.

2. Adicionar 1 mL de tampao de extracdo e incubar a 60°C pelo menos 1h
agitando esporadicamente.

3. Centrifugar por 1 min a 12.000 rpm e transferir 500 pL do sobrenadante
para um novo tubo, tomando cuidado para ndo pipetar fezes.

4. Adicionar 500 L do tampao de extracao e 40 ul da solucéo de silica.

5. Esperar 10 min em temperatura ambiente.

6. Agitar no vértex rapidamente para misturar a silica; em seguida, centrifugar
por 15 s a 12.000 rpm.

7. Descartar o sobrenadante por aspiracao.

8. Adicionar ao pellet de silica 1 mL de tampao de lavagem. Agitar no vortex e
centrifugar por 15 seg. a 12.000 rpm. Descartar o sobrenadante tomando
cuidado para ndo puxar o pellet de silica do fundo.

9. Repetir o0 passo 8.

10. Adicionar ao pellet de silica 1 mL de etanol a 70%, agitar no vortex e
centrifugar 15 s a 12.000 rpm. Descartar o sobrenadante tomando cuidado
para nao puxar o pellet de silica do fundo.

11. Repetir o passo 10.

12. Secar o pellet final com a tampa aberta.

13. Ressuspender o pellet em 75 pyL de TE (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA)
overnight a 55°C em banho-maria.

14. Agitar no vértex e centrifugar por 2 min a 12.000 rpm. Transferir o

sobrenadante para um novo tubo.
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15. Adicionar mais 75 pL de TE. Se uma quantia significativa de silica for
arrastada para novo tubo, centrifugar rapidamente e transferir o sobrenadante
para um novo tubo.

16. Armazenar em 4°C (breve periodo, dias ou semanas) ou -20°C (longo

tempo).

2.2.3.2 ldentificacédo especifica

Um fragmento de 224 pb do gene mitocondrial citocromo b foi 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
concentracdes dos reagentes: 0,5 pM de cada iniciador; 1X de tampdao; 0,8 mM de
dNTP; 1,44 mM de MgCl,; 1,0 pg/uL de BSA; 1U de Taq DNA Polimerase; 5,0 pL de
DNA e agua ultrapura gsp 25,0 pL.

O programa de temperaturas da reacao foi de 94° C por 5 minutos, 45 ciclos
de 94° C por 50 segundos, 57° C por 45 segundos e 72° C por 1 minuto, e, por fim,
72° C por 10 minutos.

Apds a amplificacdo, os produtos de PCR de 224 pb foram corados com
GelRed™ (Biotium), submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e, sob
transiluminador de luz ultravioleta, fotodocumentados e analisados.

Apbés a confirmacdo da amplificacdo, os produtos foram 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,
gue resultam na identificacéo das espécies (GONZALEZ et al., 2009; SOUZA et al.,
2013). O resultado foi fotodocumentado.

2.2.3.3 ldentificag&o individual

As amostras fecais foram genotipadas com a utilizacao de 4 iniciadores, e a
genotipagem foi feita em um sequenciador automatico ABI 3730 XL. As reacdes de
PCR foram realizadas seguindo as seguintes concentracdes dos reagentes: 1,3 pM
de cada iniciador; 1,2X de tampéao; 0,72 mM de dNTP; 3,6 mM de MgCly; 1,2ug/uL
de BSA; 1U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen Platinum®); 4,5uL de DNA, e agua
ultrapura qsp 17,0 pL. O programa de temperaturas da reacdo foi de 94° C por 5

minutos; 45 ciclos de 94° C por 1 min; temperatura de anelamento por 45 segundos
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e 72° C por 1 minuto, e, por fim, 72° C por 10 minutos. Foram feitas reagbes em
triplicata e um genoétipo consenso foi determinado, apos andlise dos
eletroferogramas no software GeneMarker v 2.6.4 (HULCE et al., 2011), seguindo os

seguintes critérios:

a) Uma vez detectado um resultado heterozigoto em uma das réplicas, ele foi
considerado em definitivo, ndo sendo considerado um eventual resultado
homozigoto nas réplicas seguintes;

b) Detectado um homozigoto, ele s6 foi considerado se em conformidade

com uma das réplicas.

Os resultados das genotipagens foram utilizados para a determinacao de
parametros genéticos da populacdo e para estimar-se a abundancia.

A selecédo dos melhores iniciadores para essa identificacdo foi realizada entre
um rol de 19 iniciadores, sendo cinco deles propostos por Oliveira e Duarte (2013),
doze desenvolvidos recentemente, no NUPECCE, para as espécies M. bororo, M.
gouazoubira e M. nana, e dois iniciadores desenvolvidos por Brinkman et al. (2010)
para Odocoileus hemionus. Cada iniciador foi testado em quatro amostras de DNA
de M. nana, extraido de amostras de pelo (2), sangue (2), fezes (12) e sob cinco
diferentes temperaturas de anelamento. Os resultados foram analisados frente ao

sucesso de amplificacdo e a presenca de bandas inespecificas (Tabela 2).



33

Tabela 2 — Iniciadores de locos microssatélites testados em amostras de Mazama nana. Quanto as

bandas inespecificas, 1 representa auséncia, 2 presenca de poucas e 3 presenca de

muitas. Com asterisco os iniciadores selecionados frente aos sucessos de amplificacéo e

ao numero de bandas inespecificas apresentado.

Tamanho

aproximado Sucesso d~e Sucesso de Bandas Melhor
. - - amplificacdo o . P
Iniciador do Espécie original Pelo/sangue amplificacdo inespeci- temp. Referéncia
fragmento %) 9 fezes (%) ficas (°c)
(pb)
RTOL 215 Rangifer tarandus 25 0 1 55  Oliveirae Duarte
(2013)
. Oliveira e Duarte
*
RT09 110 Rangifer tarandus 50 40 1 53 (2013)
. Oliveira e Duarte
RT30 190 Rangifer tarandus 50 0 2 59 (2013)
NVHRT16 180 Rangifer tarandus 75 10 1 57 O"Ve'(?oigua”e
BM757 185 Rangifer tarandus 50 10 1 sg  Oliveira e Duarte
(2013)
NanaOl 190 Mazama nana 100 0 2 56
Nana02 165 Mazama nana 0 0 3 66
Nana03 195 Mazama nana 25 0 2 66
Goua 24 170 Mazama gouazoubira 25 0 2 59
Goua 25 175 Mazama gouazoubira 100 10 1 53
Goua 17 175 Mazama gouazoubira 75 20 2 59
* Goua 03 110 Mazama gouazoubira 100 30 1 49
* Goua 07 130 Mazama gouazoubira 100 40 1 49
* Goua 10 110 Mazama gouazoubira 100 30 1 49
BCP 01 280 Mazama bororo 25 0 3 52
BCP 06 200 Mazama bororo 25 0 3 50
BCP 07 150 Mazama bororo 0 0 3 52
. . Brinkman et al.
SBTD 01 135 Odocoileus hemionus 0 0 1 61 (2010)
. . Brinkman et al.
SBTD 05 120 Odocoileus hemionus 0 0 1 61 (2010)

2.2.4 Analise dos dados
2.2.4.1 Paradmetros genéticos da populacao

Os resultados das genotipagens

individuais foram utilizados para a

determinacdo de padrbes genéticos das duas populagdes escolhidas, como

diversidade alélica e heterozigosidade observada e esperada. Bem como a

probabilidade de identidade (Pp), probabilidade de dois individuos compartilharem,

aleatoriamente, 0 mesmo genotipo para os l6cus analisados (PAETKAU et al., 1998

WAITS et al., 2001), necessaria para a estimativa da populacao.
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2.2.4.2 Estimativa populacional

A partir da identificagdo das amostras fecais ao nivel de individuo, foi
determinada a populacdo minima da area. Como premissa para este trabalho, cada
combinacdo genotipica foi considerada um individuo diferente. O erro embutido
nessa premissa foi calculado, levando em consideragcédo as frequéncias alélicas na
populacdo e a probabilidade de repeticdo da mesma combinagdo em outro animal
da populacéo.

O numero de gendtipos unicos identificados foi considerado equivalente a
populacdo minima da area (MNKA — Minimum number known alive) (KREBS, 1966).
Além disso, foi utilizado o estimador Jackknife de segunda ordem (SMITH; VAN
BELLE, 1984), que originalmente foi proposto para estudos de captura e recaptura, e
gue se mostrou adequado para estudos com probabilidades de capturas baixas e
heterogéneas (ROSENBERG et al., 1995). A analise foi implementada pelo software
EstimateS (COLWELL, 2013). Foram feitas 10.000 reamostragens aleatorias com
repeticao.

Ainda, foi possivel estabelecer, através de um minimo poligono convexo, um
indicativo da &rea de vida de dois individuos do P. N. do Iguacu que tiveram mais
gue trés amostras genotipadas.

2.2.5 Procedimentos de modelagem da distribuicao

2.25.1 Base de varidveis ambientais

Para gerar os modelos de distribuicdo da espécie, foi 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). Foram selecionadas para um teste de correlacdo prévio as
variaveis altitude (VALERIANO, 2008), declividade, porcentagem de cobertura
arborea (HANSEN et al.,, 2003), densidade de drenagem (XIMENES, 2008),
distancia da rede de drenagem (XIMENES, 2008) e as variaveis climaticas
(HIIMANS, 2005): sazonalidade de precipitagdo (biol5, coeficiente de variagéo),
sazonalidade de temperatura (bio4, desvio-padrao*100), temperatura minima no més
mais frio do ano (bio6), temperatura média anual (Biol), variagdo diurna meédia de
temperatura [Bio2, Média mensal (Tmax-Tmin)], isotermalidade (Bio3, (bio2/bio7) (*

100)), temperatura média no trimestre mais frio (biol1) e precipitacdo anual (bio12).
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Ap6s o teste, foram escolhidas as varidveis que ndo eram correlacionadas (r’<0,8;
teste de Pearson), retirando-se biol, bio3, bio6 e biol5. Com as variaveis que
permaneceram, foi feita uma analise de componentes principais (PCA) no software
PAST 3.06 (HAMMER et al., 2001), onde se notou que a variavel densidade da rede
de drenagem era pouco explicativa, sendo retirada do grupo restante. Por fim, o
modelo foi gerado utilizando as variaveis: porcentagem de cobertura arborea,

altitude, declividade, distancia da rede de drenagem, Bio2, Bio4, Bioll e Bio 12.

2.2.5.2 Implementag&o do software

A funcdo de um método de modelagem é predizer a adequabilidade do
ambiente para as espécies em funcdo das varidveis ambientais fornecidas
(PHILLIPS et al., 2006). Assim, de posse da localizacdo georreferenciada das 152
amostras identificadas no laboratorio como sendo da espécie M. nana, acrescidos de
119 pontos de ocorréncia originados da base de dados do NUPECCE e de outros
pesquisadores, foi feita a modelagem da distribuicdo. Foram utilizados 70% dos
pontos para “treinar” o modelo e 30% para testa-lo (PEARSON, 2007). Os pontos
foram amostrados pelo método de bootstrap, com dez particdes aleatérias com
substitui¢ao.

A modelagem foi feita pelo software Maxent 3.3.3k (PHILLIPS et al., 2004,
2006), que utiliza apenas dados de presenca da espécie e estima uma probabilidade
de distribuicdo, encontrando a distribuicdo da probabilidade com a maxima entropia.
O algoritmo de méxima entropia foi o Unico utilizado por ser considerado o mais

adequado e, por isso, o mais utilizado (BALDWIN, 2009).

2.2.5.3 Avaliacdo dos modelos

A avaliacdo do modelo foi feita pela AUC (Area Under the Curve), célculo do
erro de omissao e teste binomial de duas propor¢des (FIELDING; BELL, 1997,
ELITH et al., 2006; PEARSON, 2007; PHILLIPS; DUDIK, 2008).

O limite de corte para se predizer a ocorréncia da espécie foi realizado pelo

“Minimum training presence logistic threshold”.

2.2.6 Densidade e probabilidade de ocorréncia
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Partindo da premissa de que a densidade de amostras fecais em uma trilha é
diretamente proporcional & densidade da espécie, foi testada a correlagéo (indice de
Pearson) da densidade de amostras fecais encontradas nas trilhas com os valores
de adequabilidade ambiental das mesmas. Para isso, foram computados quantos
metros de trilhas havia em cinco classes de adequabilidade ambiental (0,0 a 0,2; 0,2
a0,4;04a0,6;0,6a0,8e0,8a 1,0) e quantas amostras fecais de M. nana haviam
sido coletadas nessas classes. Dividindo-se o numero de amostra pelo comprimento
das trilhas, obteve-se a densidade em cada categoria.

Como n&o houve uma correlagéo significativa, partiu-se para uma abordagem
mais teorica, que consistiu em fazer um modelo linear, baseado na reta tedrica com
origem na interseccdo dos eixos X e Y, e que cruza o ponto onde a densidade mais
baixa (1,9 ind/Km?) das duas areas em que as abundancias foram estimadas
(Pargue Nacional do Iguacgu) e a respectiva adequabilidade ambiental média dessa
area amostral (0,865). Assim, foi possivel estimar, de modo conservador, as
densidades potenciais esperadas em todos os pixels onde o modelo previu a
ocorréncia da espécie, alcancando-se a total abundéancia potencial da espécie em
sua area de distribuicdo e a abundancia potencial da mesma dentro de areas

protegidas.

2.2.7 Determinacdo de areas prioritarias para a conservacgao

A determinacdo das &areas prioritarias para a conservacdo foi feita
estabelecendo-se duas categorias: “prioridade” e “alta prioridade”. A categoria
“prioridade” contém areas com valores de adequabilidade ambiental maiores que 0,5
e menores que 0,75. Ja a categoria “alta prioridade” contém areas com valores de
adequabilidade ambiental maiores que 0,75. Ambas as categorias s6 levam em

conta areas do territério brasileiro e externas as unidades de conservacao.

2.3 Resultados

2.3.1 Modelagem de distribuicao
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Foram coletadas 605 amostras nas unidades de conservagcdo amostradas,
sendo 591 localizadas pelo cao farejador. Dessas, 185 eram da categoria “fresca” e
420 da categoria “ndo fresca”. Todas tiveram o DNA extraido e o protocolo de
identificacdo especifica (PCR/RFLP) aplicado. Foi possivel identificar-se, 471
amostras, um sucesso de amplificacdo de 78% (Tabela 3). Quando separadas as
duas categorias de idade, nota-se um sucesso de amplificacdo de 79% para as
amostras da categoria “fresca” e de 60% para as amostras da categoria “nao fresca”.
Tabela 3 — Amostras coletadas de cada espécie nas respectivas areas com os respectivos tamanhos

em hectares da unidade de conservacgéo e a formacao florestal predominante. Mn — M.
nana; Mb — M. bororo; Mg — M. gouazoubira; Ma — M. americana.

Tamanho Formacéo

Nome da &rea (ha) florestal Total Mn Mb Mg Ma
E. E. da Mata Preta 6.566 Ombréfila 182 5 0 6 147
Mista
. Ombrofila
P. E. da Serra do Tabuleiro 94.608 Densa 3 0 2 0 0
x Estacional
P. E. de Amapora 209 Semidecidual 0 0 0 0 0
P. E. de S&o Camilo 387 Estacional 14 10 0 0 0
Semidecidual
P. E. do Penhasco Verde 305 Oombrofila 0 0 0 0 0
ista
P. E. do Tuvo 16.979 ~ Estacional 13 2 0 0 10
Decidual
P. E. Vila Rica do Espirito Santo 349 Est_acm_nal 124 59 0 0 0
Semidecidual
P. N. da Serra do Itajai 57.375 Ombréfila 19 12 4 0 0
Densa
P. N. das Araucarias 12.847 Ombréfila 19 10 0 6 1
Mista
Estacional
P. N. do Iguagu 169.696 Semidecidual 205 54 0 0 125
P. N. M. Morro do Finder 48 Ombréfila 0 0 0 0 0
Densa
Estacional
R. B. das Perobas 8.716 Semidecidual 20 0 0 0 14
R. B. do Ibicui Mirim 567 Estacional 6 0 0 4 0
Decidual
R. B. Mata Paludosa 117 Ombréfila 0 0 0 0 0
Densa
TOTAL - - 605 152 6 16 297

Com essas informacdes, foi feita a modelagem de distribuicdo da espécie no
software Maxent 3.3.3k, e o resultado do modelo médio pode ser observado na
Figura 5. Foram utilizados 100 pontos, uma vez que o software Maxent s6 considera

um ponto por km? (Figura 6).
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Adequabilidade Ambiental
FE =
1 0,02

| Estados Brasileiros
[:l Fronteiras Nacionais

Figura 5 — Modelagem de distribuicdo de Mazama nana. Modelo de méxima entropia.

Figura 6 — Modelagem de distribuicdo de Mazama nana. Modelo de méaxima entropia, com 0s pontos

utilizados para alimentar o modelo.
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Foram feitas 10 particdes aleatdrias dos dados, e o valor de AUC de teste
externo (teste independente) médio foi de 0.943 +/- 0.009. O modelo apresentou
resultado significativamente diferente do acaso (p<0.001) para um teste de
proporcao binomial, unicaudal. O valor do erro de omisséo, para o modelo médio
cortado com o “Minimum training presence logistic threshold” de 0,0219; foi de 0,02.

As variaveis que mais contribuiram para o modelo foram: porcentagem de
cobertura arborea (33,7%), sazonalidade de temperatura — bio4 (28,5%) e variacéo

diurna média de temperatura — bio2 (21,9%).
2.3.2 Areas prioritarias para a conservagao
Para a determinacdo de areas prioritarias para a conservacado da espécie,

foram destacados os pixels com adequabilidade ambiental acima de 0,5 e 0,75 fora

de unidades de conservacao (Figura 7).

(3

o aa i " " - /

C, G ’ S
A Areas priomarias S/'J
- Areas altamente prioritarias
Estados Braslieiros g

| Fronteiras Nacionals

C 5 100 200

&—. - . Km ?Au./

Figura 7 — Areas prioritarias para a conservacdo de Mazama nana no Brasil, externas as unidades de
conservacdo. Areas em laranja e marrom apresentam respectivamente valores de

adequabilidade ambiental (modelo de maxima entropia) a cima de 0,5 e 0,75.
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2.3.3 Densidade

Foram coletadas com o delineamento amostral em transectos paralelos,
destinado a estimativa da densidade da espécie, 80 amostras no Parque Nacional
do Iguacu e 104 amostras no Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo. No P. N.
do Iguacu, 54 amostras foram identificadas como pertencentes a espécie M. nana e
21 como pertencentes a M. americana. Ja no P. E. V. R. do Espirito Santo, foram
identificadas apenas amostras de M. nana, alcangcando 39 amostras.

Apébs a amplificacdo das amostras da regido norte do P. N. Iguagu e do P.
E. V. R. do Espirito Santo com os iniciadores de locos microssatélites (Tabela 4),
necessarios para identificacdo ao nivel de individuo, foi construida uma tabela com
0s parametros genéticos da populacdo (Tabela 5), constando a Probabilidade de
identidade (Piq), heterozigozidade dos locos, diversidade alélica e teste do equilibrio
de Hardy-Weinberg, e uma tabela com os genoétipos encontrados e a classificacdo
dos mesmos como: a) Unicos na populacédo; b) classificagdo ambigua; e c) iguais a

outro genatipo considerado Unico (Tabela 6).

Tabela 4 — Caracterizagdo dos Lécus microssatélite utilizados na espécie Mazama nana com o
respectivo valor de “Alelic drop-out” (ADO), Amplitude dos fragmentos amplificados em
pares de base, nimeros de alelos, repeticdo de bases, sequencia dos iniciadores

utilizados e fluorescéncia adicionada.

Painel de microssatélites

Lécus ADO Amplitude Alelos Repeticdo Iniciadores (5’ — 3') Fluorescéncia
TGAAGTTTAATTTCCACTCT

RT0O9 0.06 101-115 5 GT GAAG CCACTC FAM
CAGTCACTTTCATCCCACAT
AGTTGGGATCCTTTAGGCTG

Goua3  0.09 98-110 3 AAAC FAM
CCTGACATCCAGGTTTCTTG
TCTGATCCAAATCTGA! T

Goua7 0.09 123-147 9 CAT GTCTGATCC CTGAGGGTC HEX

TCATAGCATCCAAGGCAAACTA

TAGTGGGACGTTTGTTGTTGTT
Goual0 0.03 100-130 8 TTG FAM
TGGATCTTTGGAGAGGGTCTAA
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Tabela 5 — Caracterizagao dos Lécus microssatélites em cada populacdo estudada junto ao nimero
de amostras utilizadas (N), nimero de alelos, Heterozigosidades experadas e observadas,
Probabilidade de identidade (Pid) e teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, P-val).

Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo

Lécus N Alelos Heterozigosidade Pid HWE
Hexp Hobs P-val
Goua7 7 7 0.71 0.65 0.1217 0.8149
Goua3 14 3 0.36 0.43 0.4386 1.0000
RT09 17 4 0.35 0.29 0.4440 0.1198
Goual0 14 6 0.37 0.36 0.4065 0.5230
Produto 0.0096
Parque Nacional do Iguacu
Lécus N Alelos Heterozigosidade Pid HWE
Hexp Hobs P-val
Goualo 2 4 0.75 1.00 - -
Goua7 8 7 0.79 0.75 0.0682 0.1916
Goua3 2 2 0.50 1.00 - 0.4567
RT09 8 4 0.58 0.75 0.2463 1.0000
Produto 0.0168

A abundéncia populacional, a densidade e a relagdo da densidade
populacional com a densidade de amostras fecais encontram-se na Tabela 7. As
areas formadas pelos minimos poligonos convexos de dois individuos foram de 42 e
47 ha (Figura 8).
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Tabela 6 — Gendtipos e identificacdo das amostras fecais de Mazama nana no P. N. do Iguacgu e no
P. E. V. R. do Espirito Santo

(continua)

Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo

Amostra RT09 Goua3 Goua7 Gouall Classificacéo

PEVe001 105109 110110 138138 109112

PEVe002 109109 110110 - 109124

PEVe008 101101 - - -

PEVe010 109109 106110 132138 109109

PEVe013 109111 - - -

PEVe015a 105109 98110 132135 -

PEVe015b 105109 106110 - -

PEVe019 105109 110110 132132 109127

PEVe057 109109 110110 138138 109109 Unico

PEVe068 109109 110110 132144 109109

PEVe077 109109 106110 132141 109109

PEVe089 109109 106110 - 106109

PEVe092 109109 98110 132132 109109

PEVe095 109109 110110 132132 109109

PEVe097 109109 98110 132135 127130

PEVel00 109109 110110 132138 109109

PEVel02 109109 110110 135138 109109

PEVe044 - - 132147 109124 PEVe002

PEVe069 109109 98110 - 109109 PEVe092

PEVe098 105109 98110 - - PEVeO15a

PEVe099 - - 135138 - PEVel02

PEVe005 - 106110 132132 - Ambiguo
Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo

Amostra RTO09 Goua3 Goua7 Goual0 Classificacéo

PEVe049 - - 126132 -

PEVe052 - - 126135 -

PEVe053 - - 135141 -

PEVe062 109109 - - 109109

PEVe074 - 110110 - -

PEVe075 - 110110 - 109109 .

PEVe080 105109 98110 . 109109 Ambiguo

PEVe081 - 110110 - 109109

PEVe082 109109 110110 - -

PEVe086 - 110110 - 109109

PEVe093 109109 - - -

PEVel03 109109 110110 - 109109
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Tabela 6 — Gendtipos e identificacdo das amostras fecais de Mazama nana no P. N. do Iguacu e no
P. E. V. R. do Espirito Santo.

(Concluséao)

Parque Nacional do Iguacu

Amostra RT09 Goua3 Goua7 Gouall Classificacéo

PNIe006 - 106110 138138 -

PNIe019 105109 - 132138 -

PNIe023 105109 106110 126138 103109

PNIe026 105105 - 132138 - .
Unico

PNIe050 - - 141141 -

PNIe063 105109 - 138144 -

PNIe075 105105 - 123129 -

PNIeQ77 105109 - 123129 -

PNIe046 - - 138138 - PNIe006

PNIe020 105109 - 132138 -

PNle021 105109 - 132138 -

PNIe025 105109 - 132138 - PNI019 (Cris)

PNIe036 105109 - 132138 -

PNIe048 105109 - 132138 -

PNIe068 105109 - 132138 -

PNle027 105105 - 132138 -

PNIe029 105105 - 132138 -

PNIe039 105105 - 132138 -

PNle044 105105 - 132138 -

PNIe045 105105 - 132138 -

PNIe047 105105 - 132138 - PNIe026 (Allyson)

PNIe051 105105 - 132138 -

PNIe053 105105 - 132138 -

PNIe057 105105 - 132138 -

PNIe058 105105 - 132138 -

PNle071 105105 - 132138 -

PNIe002 - - 132138 -

PNIe003 - 106110 - -

PNIe008 105109 106110 - 100106

PNIe010 111115 - - -

PNIe018 - - 132138 -

PNle022 - 106110 132138 -

PNIe031 - - 132138 -

PNIe032 - 106110 - - Ambiguo

PNIe033 - - 132138 -

PNIe040 - 106110 132138 -

PNIe049 105105 - - -

PNIe055 105109 - - -

PNIe056 - - 132138 -

PNIe061 105105 - - -

PNIe069 - 106110 - -
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Tabela 7 — Abundancia populacional (n) baseada em populagcdo minima (MNKA) e Jacknife de
segunda ordem (com respetivo desvio padrdo, D.P.) para Mazama nana no P. N. do
Iguacu e no P. E. V. R. do Espirito Santo com a respectiva area amostral utilizada no
célculo da desidade (ind/km?). A densidade de amostras (amost./km) foi calculada a partir
da divisdo dos numeros de amostras encontradas pelo comprimento das trilhas
percorridas em cada unidade de conservacéo.

P. E. V. R. do Espirito Santo P. N. do lguagu

Area amostral (ha) 349,2 494,2

MNKA (n) 17 8
Jackknife seg. ord. (n) (D.P.) 19,25 (4,77) 9,24 (2,19)

Densidade (ind/km?) 5,5 1,9
Dens. de amostras (amost./km) 3,7 1,2

Dens./Dens. de Amostras 1,49 1,56

P. Nacional do Iguacu
| ¢

Yy e
\ e O
T ® 8 °
Localizagoes . )
O Allyson (n=12) . T '
® Cris (n=7) II‘ o
MPC 100% ) ' L o P
Allyson (47 ha) { o)
Cris (42 ha)
Transecios
Area amostral
Unidades de conservagio
— 0 500 1000 2,000
| Fronteiras Nacionais — T — 0|}

Figura 8 — Areas de vida, utilizando a localizagéo das amostras fecais, de dois individuos de Mazama

nana no P. N. do Iguacu.
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2.3.4 Densidade e adequabilidade ambiental

Assumindo a densidade de individuos como sendo a densidade de
amostras fecais identificadas como sendo M. nana multiplicado por 1,52 (Relac&o
Densidade/Densidade de amostras), construiu-se um grafico onde se plotou a
densidade em funcéo da adequabilidade ambiental (Figura 8). A correlacao das duas

variaveis foi baixa (R = 0,24).

2,5 - )

Densidade (ind/km)
[y
w

0,5 -

0 @ T T T T T T T T

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Adequabilidade Ambiental

Figura 8 — Grafico da densidade de Mazama nana em funcdo da adequabilidade ambiental prevista

pelo modelo de maxima entropia.

Baseado na relagdo tedrica entre densidade e adequabilidade ambiental,
construiu-se um modelo linear unindo a origem dos eixos ao ponto de densidade e
adequabilidade ambiental média da area amostral no P. N. do Iguagu (Fig. 9). A
equacao dessa reta (y=2,1965x, em que: y é a densidade, e x a adequabilidade
ambiental) foi usada para determinar a densidade potencial da espécie em cada
pixel de 1 km? onde a mesma possuia alguma probabilidade de ocorréncia. A
populacdo potencial total da espécie foi de 152.991 individuos, sendo 15.524

individuos a populacdo dentro das areas protegidas.
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Figura 9 — Gréfico com a funcéo tedrica entre a densidade de Mazama nana e a adequabilidade
ambiental, utilizando a area amostral no P. N. do Iguagu como um ponto da reta que cruza

a origem.

2.4 Discussao

A distribuicdo geogréfica determinada pelo modelo de maxima entropia
coincide, em grande parte, com o previsto na literatura, desde Vieira (1955). A
espécie, segundo os dados de adequabilidade ambiental, deve ocupar grande parte
da regido Sul do Brasil, exceto os campos do sul do Rio Grande do Sul, estendendo-
se pela provincia de Misiones na Argentina, leste do Paraguai e extremo sul dos
Estados brasileiros do Mato Grosso do Sul e de S&o Paulo. Nota-se, nessa
distribuicéo (Fig. 5), a existéncia de quatro grandes regides com alta adequabilidade
ambiental, sendo elas: Serras do Nordeste do Rio Grande do Sul, Serra do Mar entre
o sul de Sao Paulo e o nordeste de Santa Catarina, centro-nordeste do Estado do
Parand, na regido de Telémaco Borba, e, por fim, uma grande regido que engloba o
P. N. do Iguagu e estende-se pelo leste de Misiones e centro de Santa Catarina. E
importante ressaltar que a distribuicdo da espécie ndo se estende até Minas Gerais
(EISENBERG; REDFORD, 1992), abrangendo o Sudeste brasileiro (CABRERA,
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1960). Ao contrario do previsto por Duarte (1996), existem fortes indicios, tanto com
pontos de ocorréncia quanto por alta adequabilidade ambiental prevista no modelo,
de que a espécie ocupa a regido leste dos Estados do Parana e Santa Catarina,
principalmente a regido da Serra do Itajai. Ainda, a espécie pode estar presente na
regido do extremo sul do Mato Grosso do Sul, informagdo mencionada por Vieira
(1955), mas contestada por Duarte (1996).

A modelagem de distribuicdo de M. nana ndo é um fim em si mesma e,
sim, um ponto de partida para novas coletas de verificacdo da informacédo prevista,
tanto de presenca quanto de auséncia. Ainda, € preciso entender como ocorre a
interacdo ecologica das espécies de Mazama, uma vez que M. nana foi detectada
em simpatria com M. americana, M. bororo e M. gouazoubira. Indicios dessa
interacdo foram propostos por Vogliotti (2008), que sugere que M. nana esteja em
areas de vegetacdo com maior densidade nos estratos inferiores e M. americana em
areas de florestas com estratos inferiores mais abertos. Paira a duvida de como
ocorre essa particdo do habitat entre as demais espécies e se sua atual distribuicédo
é influenciada por uma eventual competicdo. Um exemplo é o sul do Estado de Séao
Paulo, onde o modelo indica uma distribuicdo potencial de M. nana, mas, até o
presente momento, so foi registrada a ocorréncia de M. bororo, M. gouazoubira e M.
americana (DUARTE?).

As variaveis que mais contribuiram para o modelo (porcentagem de cobertura
arboérea, sazonalidade de temperatura e variacdo diurna média de temperatura)
indicam a associacdo da espécie com areas florestadas, com invernos mais frios e
verdes quentes, comuns na regido Sul do Brasil. Esse tipo de informacgéo pode ser a
chave para explicar a interagdo com outras espécies simpatricas do género
Mazama, podendo verificar-se se essas mesmas variaveis, e em que nivel,
determinam suas ocorréncias.

Quanto as areas prioritarias para a conservagdo de M. nana, é necessario um
diagnéstico detalhado dessas regides, onde deve ser feito o mapeamento dos
remanescentes, o0 monitoramento das populacbes, a deteccdo de possiveis
ameacas, etc. De maneira geral, devem ser feitos mais estudos para se qualificar as
informacgGes do local, viabilizar a criacdo de unidades de conservacdo e adotar

medidas de precaucao no licenciamento de empreendimentos.

> DUARTE, J.M.B. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP, Jaboticabal - SP, Brasil)
Comunicacéo pessoal, 2015.
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O painel de marcadores microssatélites parece ser promissor para a distincdo
das amostras ao nivel de individuo. Entretanto, faz-se necessaria a prospeccao e
inclusdo de mais alguns I6cus no intuito de se diminuir os valores da probabilidade
de identidade para limites mais restritivos, entre 0,01 e 0,0001(WAITS et al., 2001),
uma vez que existem chances consideraveis (p.e. até 12%) de os gendétipos aqui
classificados como iguais aos gendtipos Unicos serem, na verdade, outros
individuos. Quanto a técnica de extracdo e amplificacdo de DNA fecal, é preciso
aperfeicoar os protocolos, sendo nitida a instabilidade no comportamento das
amostras frente a amplificacdo de réplicas e de amplificacdo de uma mesma
amostra em diferentes l6cus. Ainda assim, acreditamos ser possivel usar as
genotipagens para se chegar a uma abundancia, mesmo que minima (numero de
genadtipos diferentes encontrados) nas duas areas estudadas, como realizado por
Miotto et al. (2007) para pumas em unidades de conservagao no cerrado.

Pela primeira vez, foi estimada a densidade de M. nana (1,9 a 5,5
ind/km?), evidenciando a promissora utilizacdo da metodologia baseada na coleta de
amostras fecais e posterior extragcdo e amplificacdo do DNA nelas contido. Esse
valor fica entre o encontrado para M. americana (1,0 a 6,9 ind/km?) (HURTADO-
GONZALEZ; BODMER, 2004; BRANAN et al., 1985; JASON; EMMONS, 1990;
RIVERO et al., 2004) e acima do encontrado para M. bororo (1,4 ind/km?) (DUARTE
et al., 2005). E importante ressaltar que a baixa detectabilidade dos individuos, bem
como os erros de identificacdo de espécies cripticas e noturnas podem subestimar
as densidades de M. americana calculadas com base em censo e contagens de
visualizagBes em transectos, com excecao do trabalho de Rivero et al. (2004) que se
basearam na taxa de defecacdo e posterior contagem de amostras fecais. Esse
dltimo trabalho foi 0o que encontrou as maiores densidades (3,5 a 6,9 ind/km?),
evidenciando as subestimativas dos trabalhos anteriores. Entretanto, como esses
autores néo identificaram as amostras fecais da maneira mais adequada, optando
pela fecalometria (VOGLIOTTI, 2008), eles podem ter agrupado amostras de M.
gouazoubira com M. americana, incorrendo em uma possivel superestimava.

Os valores de éarea de vida encontrados para M. nana (42 a 47 ha)
parecem ficar entre os das espécies do clado vermelho do género Mazama, onde
foram encontrados valores de 52,2 a 100,0 ha para M. americana (MARQUES;
SANTOS-JUNIOR, 2003; BODMER comunicacdo pessoal a VARELA et al., 2010;
MAFFEI; TABER, 2003) e de 11,5 e 48,5 para M. bororo (VOGLIOTTI, 2003). A
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estimativa do presente trabalho, devido a escassez de pontos e a concentracéo
deles em poucos meses, muito provavelmente, esta subestimada e contendo sérios
vieses. Entretanto, essa estimativa € a Unica disponivel até o momento para a
espécie e pode ser usada como um valor minimo em medidas de manejo
populacional.

A baixa correlagdo entre a densidade de amostras fecais e a
adequabilidade ambiental indica que outros fatores, além das varidveis ambientais,
devem influenciar nas densidades populacionais (Figura 8). Esses fatores podem
ser: a competicdo com espécies ecologicamente semelhantes (VOGLIOTTI, 2008; DI
BITETTI et al., 2008); a predacdo por carnivoros de grande porte (CAVALCANTI;
GESE, 2010; AZEVEDO; MURRAY, 2007); bem como efeitos estocasticos
associados a populacfes fragmentadas (HANSKI, 1998; FRANKHAM et al., 2004).
Ou, ainda, serem diretamente antropicos, como caca, predacdo por animais
domésticos e incidéncia de doencas, cujos animais domésticos sejam reservatorios.

A abundancia populacional potencial da espécie obtida neste estudo
(152.991 individuos, sendo 15.524 individuos dentro das areas protegidas) € apenas
um indicativo e um ponto de partida para futuros estudos, uma vez que é baseada
na relacao tedrica entre densidade e adequabilidade ambiental (VANDERWAL et al.,
2009). Esse valor parece estar em consonancia com os 5.500 individuos estimados
para M. bororo dentro de unidades de conservacdo, haja vista que essa é uma
espécie com distribuicdo geografica bem mais restrita que M. nana (DUARTE et al.,
2005). Entretanto, novos experimentos devem ser feitos para determinar a relacéo
entre a adequabilidade ambiental e a densidade, incorporar os fatores bidticos como
competicdo e predacdo, e testar se essa relacdo se mantém dentro e fora de areas
protegidas.

Com os dados de densidade e distribuicdo, determinados pelo presente
trabalho, e a luz dos critérios estabelecidos pela IUCN (2012), a espécie nédo pode
ser classificada em nenhuma das categorias de ameaca de extingdo. Entretanto, fica
mantido o critério de declinio populacional estimado de 30 por cento ou mais,
suspeitado e sem perspectiva de cessarem 0s impactos que estdo causando essa
reducado (fragmentacdo do habitat, caca, predacao por caes, agrotoxicos e doencas
adquiridas de ungulados domésticos) (DUARTE et al., no prelo).

Por fim, o presente estudo representou um avango significativo no

conhecimento sobre a distribuicdo e a densidade de M. nana, informagdes antes
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totalmente desconhecidas pela ciéncia. Os resultados obtidos sugerem maiores
esforcos metodologicos, visando a melhora das genotipagens individuais e sexagem
das amostras fecais. Fica relegado, agora, para M. americana citétipo Parana
(ABRIL et al., 2010), o posto de espécie de Mazama menos conhecido pela ciéncia

e, talvez, a mais ameagada de extingéo.
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3 CONCLUSOES

Propbe-se a distribuicdo geogréfica potencial de M. nana no Brasil, nos
Estados do Parana, Santa Catarina, norte e centro do Rio Grande do Sul, extremo
sul de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, porcao leste do Paraguai e, na Argentina,

na provincia de Missiones.

A densidade de M. nana na regiao norte do Parque Nacional do Iguacu foi de
1,9 ind/km? e no Parque Estadual Vila Rica do Espirito Santo foi de 5,5 ind/km?. A
area de vida da espécie variou, ao menos, entre 42 e 47 ha.

A densidade da espécie estudada, calculada a partir da densidade de
amostras fecais, ndo se correlacionou diretamente com a adequabilidade ambiental,

indicando que outros fatores devem influencia-la.

Recomenda-se manter o estado de conservagcao da espécie como vulneravel,
tanto na lista Brasileira, como na lista Internacional de espécies ameacadas de

extingao.
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