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RESUMO

O Brasil é um pais megadiverso detentor de grande parte da riqueza
ecolégica do mundo, porém seus biomas, importantes devido aos servigos
ecossistémicos, sofrem com a pressao antrépica. Assim, os grandes predadores,
que possuem efeito regulatorio no ecossistema, geram conflitos direto com o
homem. O Puma concolor € um predador generalista, atuando no perfil trofico
onde reside. Estudos de populagdes in situ sdo importantes na elaboragao de
planos de manejo e a utilizagdo de amostras nao invasivas nos permitem ter
acesso a informacgdes biolégicas a baixo custo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o uso de amostras nao invasivas para contribuir com informagdes nos
planos conservacionistas da regido. Foram percorridas bordas de mata e areas
de transicdo da APA-Botucatu. As amostras de fezes encontradas foram
georreferenciadas, coletadas, selecionadas, fotografadas, classificadas e seu
DNA extraido por meio da técnica empregando fenol/cloroférmio. O DNA obtido
foi quantificado em espectrofotdmetro e sua qualidade avaliada em eletroforese.
Trinta e cinco amostras foram classificadas quanto ao seu grau de degradacao,
submetidas a extracdo de DNA e seu produto avaliado. A presenga de material
genético nas fezes frescas ou pouco degradadas apresentaram maiores
concentracdes de DNA além de melhor qualidade quando comparadas com as
mais degradadas. Estes resultados evidenciam que, o DNA obtido empregando
metodologia de baixo custo, possui quantidade e qualidade suficientes para seu
emprego em técnicas de biologia molecular com a acuracia necessaria. Além
disso, este material biolégico pode responder diversas questdes bioldgicas tais

como ecologia tréfica, parasitismo, comportamento territorial, entre outros.

Palavras-chave: felino; fezes; onga-parda; extracdo de DNA
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ABSTRACT

Brazil is a highly diverse country that holds a significant part of the world’s
ecological wealth. However, its biomes, important due to its role in the
ecosystemic services, suffer from anthropic pressure. Therefore, large predators,
that have regulatory effect on the ecosystem, generate direct conflicts with
humans. The Puma concolor is a large generalist predator that acts on the trophic
profile where it lives. Populational studies in situ are important for the elaboration
of management plans and the use of non-invasive samples allow us to have
access to biological informations at a low cost. This project aimed to evaluate the
use of non-invasive samples in conservationist plans of the region. Transitioning
areas and edges of Forrest were analysed and samples of faeces were collected,
selected, geo-referenced, photographed and classified. The DNA was extracted
using phenol/chloroform and quantified with spectrophotometer and its quality
was analysed through electrophoresis. 35 samples were classified regarding the
degradation level, submitted to DNA extractions and its product evaluated. The
presence of genetic material in the fresh faeces or low degraded showed higher
concentrations of DNA and better quality of this material in comparison to the
higher degraded samples. This results show that the DNA obtained through a
non-invasive method (low cost methodology) can provide enough quality and
quantity for molecular biology analyses while also be used to answer other
different biological issues, such as trophic chain, parasitism, territorial behaviour,
among others. Making the use of this methodology financially viable for this type

of study.

Keywords: feline; feces; cougar; DNA extraction
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1 INTRODUGAO

Apenas 17 paises, entre as duzentas nagdes do mundo, detém em
seus territorios cerca de 70% da biodiversidade, a riqueza natural do Planeta e,
devido a isso, sdo chamados de paises megadiversos. O Brasil, sendo o maior
pais tropical do mundo esta entre eles, pois contém a maior quantidade de
florestas intactas do Planeta, abrigando a maior biodiversidade, o que se traduz
em mais de 20% do numero total de espécies da Terra. Desta forma, os estudos
conservacionistas nestes paises sédo considerados cruciais para proteger a
grande maioria das espécies de animais e plantas existentes na Terra.
Atualmente, considera-se que o Brasil possua cerca de 10 a 20 % da biota
mundial e 30% das florestas tropicais do mundo. Entretanto, biomas como a
Mata Atlantica e o Cerrado sdo hoje classificados como hotspots de
biodiversidade, pelo contraste entre sua riqueza natural e o alto grau de
degradacgédo sofrido historicamente (MYERS et al., 2000). Ou seja, sé&o
consideradas areas de relevancia ecologica.

Todos os biomas brasileiros sofrem com a fragmentagdo de
habitats, porém é na Mata Atlantica que a situagao se encontra mais critica. As
espécies remanescentes estdo confinadas a pequenos fragmentos, restando
apenas cerca de 8% de cobertura vegetal nativa e onde a maior parte dos
fragmentos possui menos de 100 hectares (GANEM et al., 2011). A Mata
Atlantica é de grande importancia para o homem devido aos servigos
ecossistémicos promovidos como regulagdo do clima, fertilidade do solo,
regulagdo do ciclo da agua, controle de erosdo entre outros (CLEC'H et al.,
2016).

Biodiversidade alta indica, no ecossistema, a presencga de grandes
predadores que, em conjunto com a pressédo antropica, vem promovendo um
aumento nos conflitos entre animal e homem, como no caso de ataques a
rebanhos por onga-pintada, ou ataques a galinheiros por lobo guara. Estes
conflitos devem ser resolvidos com cautela buscando compreender a
importancia da espécie para o ecossistema bem como sua biologia e, a partir

dai, obter estratégias para minimizar tais conflitos (MARCHINI et al., 2011).
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Além desses conflitos, os grandes predadores possuem funcao
regulatoria na distribuigdo dos herbivoros, ou seja, sua presenga ou auséncia
pode modificar o perfil tréfico da regido, como no caso do parque de Yellowstone,
onde a presenga do homem levou a extingdo dos grandes predadores presentes
no local causando diversas mudangas no ecossistema e no comportamento dos
cervideos. Com a extin¢cao local dos lobos e dos lebes das montanhas, os cervos
passaram a pastar com maior frequéncia nas planicies abertas de Yellowstone,
com a reintroducdo em 1995-1996 de alguns lobos cinzentos (Canis lupus).
Estes cervideos passaram a pastar em locais com vegetagao mais densa para
fugir dos lobos, modificando a conformagao da paisagem, livrando as planicies
da sobrepastagem e, consequentemente, as plantas forrageiras passaram a
crescer nas planicies inserindo uma nova cadeia trofica nas planicies (RIPPLE;
BESCHTA, 2003).

De acordo com o Instituto Chico Mendes de Conservacao e
Biodiversidade (ICMBio, 2017), a familia Felidae & representada por nove
espécies no Brasil, Phantera onca, Puma concolor, Puma yagouaroundi,
Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Leopardus tigrinus, Leopardus guttulus,
Leopardus geoffroyi e Leopardus colocolo, sendo que sete delas se encontram
em estado “vulneravel” pelo Ministério do Meio Ambiente e uma “em perigo” na
escala de risco de extingao.

As atividades humanas sio responsaveis pelo evento denominado
“Sexta Extingdo”, onde a razdo da quantidade de espécies que esta sendo
extinta supera o surgimento de novas espécies durante um curto intervalo de
tempo. A extingdo é um evento natural do planeta Terra, assim como o
surgimento de novas espécies, porém quando a razado entre surgimento de
novas espécies e a de animais extintos € menor que um, significa que estamos
diminuindo a quantidade de espécies no planeta, caracterizando assim uma era
de extingdo até que estes numeros se revertam (FRANKKHAM et al., 2008).

Cada vez mais trabalhos envolvendo estudos demograficos de
populagdes in situ estdo elucidando a biologia das espécies como, por exemplo,
no trabalho de SOUZA et al. (2017). Os autores utilizaram amostras de fezes
encontradas na beira de rodovias para a realizagdo de estudos genéticos
envolvendo anadlises de biologia molecular. Desta forma, puderam identificar

uma populagao de, no minimo, trés ongas pintadas residindo na Serra do Mar no
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Brasil, sendo duas fémeas e um macho. Neste estudo, além de identificar a
espécie presente na regido, foi possivel também sua quantificagdo, permitindo
planos de manejo para a espécie. Outro exemplo deste tipo de analise foi
realizado por MANNISE et al. (2018). Empregando marcadores moleculares para
analisar amostras de fezes de lobos-guaras in situ, os autores obtiveram os
graus de parentesco dos animais entre outras razdes tais como, o grau de
endogamia desta populagéo.

Portanto, ferramentas moleculares visando o incremento de
informacdées em prol da conservacdo vém se tornando indispensaveis no
delineamento de praticas de preservacéo e na colaboragdo com delineamentos
de viabilidade de populagdes in situ (JOHNSON et al., 2001). Importancia essa
corroborada em FURTADO et al. (2010) onde afirmaram que marcadores
moleculares do tipo microssatélites sao ideais quando se trata de caracterizacao
genética dos eucariotos e estudos populacionais.

Exemplos de estudos moleculares na conservagao de felinos s&o
diversos e abordam muitas espécies tais como o guepardo (Acinonyx jubatus)
em estudo realizado por Terrell et al. (2016), a onga pintada (Phantera onca) por
Souza et al. (2017), a jaguatirica (Leopardus pardalis) e o gato maracaja
(Leopardus wiedii) por Adrados et al. (2018) e a onga parda (Puma concolor)
por Palomares et al. (2017).

O monitoramento de populagdes naturais € uma das estratégias
para se entender as correlagdes adaptativas do genétipo com o ambiente, sendo
crucial para entender a diversidade e suas implicagdes ecoldgicas
(TEMPLETON, 2011). Sendo a diversidade genética inversamente proporcional
ao grau de endogamia, as populag¢des altamente endogamicas apresentam um
menor valor adaptativo ao ambiente e este, por sua vez, € um processo dinamico
de continua mudancga. Logo, populagdes com alta variabilidade ou com baixo
grau de endogamia, possuem em seu DNA uma alta variagdo nas sequéncias
de nucleotideos, levando a codificacdo de diferentes proteinas, podendo resultar
em diferentes fungdes morfologicas, comportamentais e bioquimicas
(FRANKHAM, 2008).



OBJETIVOS



6

Objetivos

2 OBJETIVOS

Esta pesquisa teve, por objetivo principal, contribuir com planos
conservacionistas na area de animais selvagens fornecendo informagdes quanto
ao uso de amostras nao invasivas para a obtencao de dados da espécie.

Para tal, buscou-se:

a) Avaliar o uso das fezes de felinos em praticas ecologicas;

b) Avaliar trajetos para coleta do material biolégico, utilizando
pegadas como indicativo e bordas de mata;

c) Verificar a qualidade e quantidade do DNA extraido, presente
nas amostras de fezes, para uso futuro empregando técnicas de

biologia molecular.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A espécie Puma concolor

Popularmente conhecida como puma, suguarana, onga-vermelha,
oncga-vermelha-do-lombo-preto, ledo baio, onga parda ou ledo-da-montanha, a
Puma concolor é a segunda maior espécie de felino no Brasil. Possui habitos
solitarios e terrestres, apresentando predominio de suas atividades no periodo
noturno. Seu habitat € variado, incluindo florestas tropicais e subtropicais,
caatinga, cerrado e pantanal.

A onga-parda, sendo um predador generalista, necessita de
grandes areas, geralmente maiores do que 100 km? (SWEANOR et al., 2000) e,
quando em forrageamento, podem viajar, em média, 9 km por noite (BEIER,
1993).

S&o animais que se dispersam por longas distancias, até mesmo
na presenca de fragmentacao de seu habitat (RUTH et al., 1998). Também sé&o
animais territorialistas que tém como pratica marcar seu territério depositando
pequenos volumes de fezes em locais proeminentes como trilhas, rochas ou
ninhos ja desocupados. Essa atividade se deve ao fato de que, quando defeca,
a maioria dos carnivoros produz secreg¢des odoriferas na glandula anal que
aderem as fezes (CHAME, 2003). Uma vez que cada espécie produz um odor
caracteristico, a marcagao territorial por meio das fezes permite que sejam
reconhecidas informacgdes interespecificas de um territorio individual, sexo e
estado reprodutivo, desempenhando importante papel na comunicagao social
desses animais (GORMAN; TROWBRIDGE, 1989).

A Uni&o Internacional para a Conservacgéo da Natureza (IUCN) diz
que seu status na lista vermelha é de baixa preocupac¢ao no risco de extingéo,
porém, sua populagdo vem diminuindo (NIELSEN, 2018) (Figura 1). Azevedo et
al. (2013) afirmam que, apesar da grande extensao do territério brasileiro, a
espécie Puma concolor encontra-se em estado vulneravel com risco de diminuir
seu numero real em 10% nos proximos 21 anos (periodo referente a 3 geragdes).
Os autores afirmam também que a ocorréncia desta espécie é escassa em

determinadas regides e, ja extintas, em outras.



8

Revisdo da Literatura

FIGURA 1: Mapa de ocorréncia da espécie Puma concolor, sendo as areas
amarelas onde ainda existem ocorréncias e em roxo onde existe a possibilidade

de ocorréncia. (IUCN)

A sub-espécie Puma concolor cougar ja foi endémica nos Estados Unidos,
poréem em 2011, a populacdo do nordeste foi oficialmente declarada como
extinta. Este animal extinto é, na regido, o mascote oficial da Universidade
Estadual da Pensilvania sendo referido como Nittany Lion. Evanitsky et al. (2017)
empregando os recentes avangos metodoldgicos na area de biologia molecular
em amostras de peles preservadas oriundas de cinco individuos Nittany Lion,
obtiveram sequéncias completas do genoma do DNA mitocondrial (DNAmt).
Quando comparadas com as sequéncias ja publicadas, os autores verificaram
que os Nittany Lions ndo sdo mais semelhantes entre si do que quando
comparados com individuos do oeste dos EUA e da Flérida. Apoiando achados
anteriores, os pumas da América do Norte, em geral, possuem menor
diversidade genética quando comparados com os da América do Sul. Este
resultado ressalta a importancia de programas de conservagdo continua no

oeste dos EUA e na Flérida no intuito de evitar novas extingdes regionais.
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3.2 Conservacao e o Puma concolor

A Constituicao Federal Brasileira, promulgada em 05 de outubro de
1988, Caput Art. 225 diz: “Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente
equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida,
impondo-se ao Poder Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva-
lo para as presentes e futuras geragdes” (BRASIL, 1988). Assim, fica claro que
a responsabilidade de manter ou buscar este equilibrio natural € de todos e que,
somente o0 ser humano, é capaz de promover a coexisténcia harmoniosa entre
os predadores em areas de dominio privado ou de administragdo governamental.
Além disso, a manutencéo de populacdes viaveis desses mamiferos carnivoros
esta diretamente ligada a estabilidade dos ecossistemas (TERBORGH et al.,
1999). Desde que o ambiente onde vivam possua uma area de tamanho
significativo para a sua sobrevivéncia, além de recursos alimentares disponiveis
e baixa ou nenhuma influéncia antrépica, estes animais tendem a evitar qualquer
contato com o homem e suas criagcbes (CONOVER, 2002).

Sao Paulo é o estado mais desenvolvido do Brasil e, apesar das
intensas mudangas no uso da terra, algumas espécies de mamiferos ainda
habitam fragmentos remanescentes de vegetacao nativa do estado. Analisando
amostras fecais coletadas em areas protegidas e nao protegidas do estado de
Sao Paulo, Giordano et al. (2018) investigaram a diversidade de presas, a
amplitude de nicho tréfico e a sobreposi¢cao de nicho trofico de trés carnivoros:
pumas, jaguatiricas e lobos-guara. Os resultados indicaram que as trés espécies
podem se adaptar aos ambientes modificados elucidando alguns de seus
aspectos biolégicos e ecologicos.

Gheller-Costa et al. (2018) analisaram a dieta de onga-parda em
uma paisagem silvicultural do Estado de S&o Paulo buscando estabelecer um
padrdao na dieta da espécie bem como preferéncias com relagdo as presas
consumidas. Os autores verificaram um grande consumo de aves e mamiferos
de pequeno porte, diferindo da alimentacdo da espécie em ambientes naturais
onde os mamiferos sdo os principais itens alimentares. A variacdo na dieta
confirmou a onga-parda como um predador generalista, consumindo as presas

disponiveis sem apresentar preferéncia por determinadas espécies.
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Guarda et al. (2016) afirmaram que a alimentacdo dos pumas
mudou drasticamente desde o século 15 citando, como exemplo, uma populacao
no Chile de pumas dos andes, onde as lhamas foram substituidas por espécies
exoticas de coelhos e lebres européias os quais possuem um tamanho
significativamente menor.

Soria-Diaz et al. (2017) estudaram, no México, a resposta funcional
de pumas em um sistema de multiplas espécies de presas e concluiram que
esses carnivoros possuem grande plasticidade em seu padrao alimentar. Logo,
esta espécie guarda-chuva, reduz a densidade de suas presas, sendo esta
considerada uma associagdo negativa. Porém, Breviglieri et al. (2017),
analisando 23 fragmentos florestais no estado de Sao Paulo além das
correlagbes negativas encontradas: diminuicdo de 45% na diversidade de
especies-presas e de 11% na presengca dos mesopredadores, também
verificaram correlagdes positivas ou neutras mostrando que o puma atua de
maneira sistémica em seu ambiente. Estes resultados contribuem com novos
conhecimentos sobre os efeitos da predacgao e das caracteristicas do ambiente
quanto a sua composicido e comportamento das diferentes espécies.

Entre as razdes para se conservar os carnivoros temos o fato de
0s mesmos ocupam o topo da piramide alimentar e, por conseguinte, séo
considerados como espécie bandeira e espécie guarda-chuva (DOBROVOLSKI
et al.,, 2013). Possuem grande importancia ecoldgica, pois podem controlar a
abundancia, distribuicdo e diversidade das populacbes e de suas presas
influenciando toda a dindmica do ecossistema em que vivem. Nesse grupo, a
onga-parda (Puma concolor) é a espécie de mamifero silvestre mais amplamente
distribuida do hemisfério ocidental.

Portanto na auséncia de predadores, todo ecossistema natural,
como os mamiferos, herbivoros, roedores, aves, répteis e insetos, tende a se
desequilibrar sendo que populagcbes de algumas espécies podem crescer
exponencialmente. E, este cenario de desequilibrio ambiental, acarretam
consideraveis prejuizos a agricultura e consequentemente, proporcionais perdas
financeiras (LEITE-PITMAN e OLIVEIRA, 2002).
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3.3 Puma concolor e o Homem

Ha milhares de anos, o homem vive um dilema em sua existéncia:
o de evitar confrontos com os predadores que ameagam a sua sobrevivéncia. E,
a partir do momento em que o0 homem comegou a criar animais domeésticos para
consumo e trabalho, os conflitos se intensificaram (CAVALCANTI et al., 2015).
Seguindo padrdes de colonizagao europeia, os fazendeiros e cagadores atuaram
diretamente no numero de predadores e suas presas além de fragmentar seu
ambiente natural (EVANITSKY et al., 2017).

Nas diversas culturas dos povos antigos de todo mundo, os
grandes carnivoros assumiam vultosa importancia, quase sempre associados a
deuses supremos (KRUUK, 2002). Na América Latina, esse papel é
desempenhado pelos grandes felinos, como pumas e jaguares (QUAMMEN,
2003). Sabe-se que guerreiros incas se vestiam de puma acreditando que isto
lhes daria mais forga e coragem para guerrear com as tribos adversarias
(HORNOCKER e NEGRI, 2010).

Hoje, predadores encurralados fogem do ser humano, competindo
por espago, comida e liberdade (WOODROFFE et al., 2007). E, desta forma, os
predadores de topo de cadeia, ndo havendo ninguém acima deles em seu meio
natural, hoje se encontram acuados devido a intolerancia humana e aos conflitos
que involuntariamente ou propositalmente provocam (WOODROFFE et al.,
2007). Um exemplo desta intolerancia ocorreu na California, entre os anos de
1800 e 1900 onde dinheiro era oferecido para cada puma abatido (HORNOCKER
e NEGRI, 2010).

Segundo Cavalcanti et al. (2015) o produtor rural vive num dilema
entre abster-se de matar o predador evitando uma suposta perda financeira
devido a pragas no futuro ou, a matar o predador evitando a perda financeira
certa e imediata resultante da predacdo sobre os animais domésticos. E
normalmente, o produtor rural tende a escolher a segunda opgéo.

Palmeira e Barrella (2007) entrevistaram duas comunidades
quilombolas da Mata atlantica que sofriam com ataques aparentemente sazonais
de seus rebanhos por ongas pardas e pintadas. Os autores relataram uma visao
bem negativa dessas populagdes em relagao a presenga dos predadores sendo

que 54% sugeriram o exterminio. Mesmo tendo conhecimento de que é ilegal
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matar carnivoros, essa pratica ocorre em algumas areas mais remotas do pais
bem como em areas onde a fiscalizacdo é precaria ou inexistente. Este mesmo
estudo revelou também que a populacao atribuia qualquer desaparecimento de
animal doméstico a um ataque a oncga pintada, porém mais de um tergco desta
populacdo, desconhecia a existéncia da oncga parda. A correta identificagdo do
predador € um importante passo na determinacdo de métodos de controle
adequados, pois os mesmos dependem das caracteristicas e comportamento da
espécie em questao.

Saber quais sdo as espécies existentes em uma determinada
regido € o ponto inicial para os estudos ecolégicos e para o estabelecimento de
projetos de conservacgao. Além disso, o levantamento da densidade populacional
€ a principal condicao para trabalhar com seu manejo e assim, avaliar tendéncias
dessa populacéo e a efetividade de planos de conservagao ou manejo em areas
protegidas, cuja fungdo é manter populagdes viaveis da espécie estudada.

Nas florestas tropicais do México, Avira-Najera et al. (2018)
estudaram como os pumas sao afetados pelas mudancas ambientais. Os
resultados indicaram que a vegetacao e a agua foram variaveis importantes para
0 puma, entretanto, as variaveis que determinaram e modificaram a presenga
das espécies foram os padrdes de atividade dos co-predadores e as potenciais
presas. Os fatores que afetaram negativamente a presenca das espécies foram
incéndio, presenga humana e deslocamento de um habitat para outro menos
favoraveis no intuito de evitar a onga-pintada.

Atualmente, temos disponivel informacgdes relevantes quanto aos
aspectos bioldgicos e ecolégicos dos dois maiores felinos do continente
Americano, o puma (Puma concolor) e a onga-pintada (Panthera onca),
consideradas espécies simpatricas porém, pouco se conhece a respeito do
parasitismo e doencas infecciosas que ocorrem na populacdo de vida livre.
Solézano-Garcia et al. (2017) apresentaram um levantamento
coproparasitolégico de ongas-pintadas e pumas oriundos de duas regides
diferentes de floresta tropical no México. Os autores identificaram 16 espécies
diferentes de parasitas sendo 56% nematoides 167 amostras fecais. Os autores
concluiram que as comunidades parasitarias de onga-pintada e onga-parda eram
mais semelhantes entre as espécies hospedeiras no mesmo tipo de floresta do

que entre os hospedeiros coespecificos que habitam diferentes tipos de floresta.
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Estudos adicionais sdo necessarios para uma estimativa mais precisa da
composi¢cao da comunidade parasitaria destes felinos, e para uma melhor
compreensao dos efeitos que a perturbagcdo do habitat poderia ter sobre a
ecologia e transmissao de doengas parasitarias, e suas consequéncias para a
conservacao de felinos selvagens.

Alibhai et al. (2017) descreveram uma técnica robusta na
identificacado individual e do sexo de pumas baseado em suas pegadas. Os
autores empregaram uma colegao de 535 imagens padronizadas oriundas de 35
animais em cativeiro sendo 19 fémeas (300 pegadas) e 16 machos (235
pegadas). Os dados gerenciados por este software sdo capazes de identificar
com uma acuracia maior que 90% em relagéo aos individuos e em mais de 99%
em relacdo ao sexo. Esta técnica aumenta, potencialmente, os métodos

disponiveis para estudar os pumas e outros felideos.

3.4 Regido estudada

No estado de Sao Paulo, devido ao processo de devastagao
ocorrido em um ritmo sem precedentes ao longo dos anos, a cobertura vegetal
foi amplamente convertida em pastagens agropastoris e em areas industriais e
urbanas. Originalmente, cerca de dois ter¢cos da area do estado eram cobertos
por Floresta Estacional Semidecidual (bioma Mata Atlantica) e, o tergo restante,
por formagdes tipicas do bioma Cerrado. De acordo com Machado et al (2004).
Apesar dos esforgos recentes do ministério do meio ambiente ainda nao foram
suficientes para abrandar a situacdo do bioma Cerrado, este Bioma que foi
sugerido pelo autor que se enquadrasse em situagdo critica ou preocupante.

Atualmente temos preservados apenas cerca de 46% de Cerrado
(MACHADO et al. 2004) e, das areas originais da Mata Atlantica, 12,5%
considerando os fragmentos menores de 100ha, ou 8,5%, desconsiderado-os
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2016). Além disso, os remanescentes
estdo sujeitos a intervengdes e constantes ameacgas, pois se encontram
proximos de grandes centros urbanos ou estdo isolados por pastagens, vastas
plantagdes de laranja, cana-de-agucar e reflorestamento com Pinus e eucalipto
(MACHADO et al. 2004; FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2016).
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Destaca-se no estado de Sdo Paulo, a regido da Cuesta de
Botucatu, area situada entre os rios Tieté e Paranapanema, abrangendo os
municipios de Sao Manuel, Botucatu, Bofete, Pardinho, Itatinga, Angatuba, Torre
de Pedra, Guarei, Avaré e Porangaba. A vida na regido da Cuesta tem como
base o0 ambiente que ora € composto pelo Cerrado, ora pela Mata Atlantica e ora
pela mistura de ambos os biomas, conferindo uma alta biodiversidade e
disponibilidade de recursos aos seres Vvivos.

Este ambiente €& definido como ecdétono, ou seja, onde os
elementos de dois biomas se misturam (MILAN & MORO, 2016). Por esse
motivo, a regido da Cuesta pode determinar grande heterogeneidade de habitat,
proporcionada pela confluéncia dos ecossistemas regionais. Essa caracteristica
oferece condigdes para o estabelecimento de iniumeras espécies, desde aquelas
tipicas do Cerrado, as tipicas de Mata Atlantica e as espécies mais generalistas,
ou seja, as que nao sao exigentes em relacdo ao ambiente em que vivem e que
habitam ambos os biomas e suas variagdes.

Esta regido de contato entre diferentes biomas confere alto valor
para a conservagao da biodiversidade. Porém o cenario atual de conservagao
desse ambiente é negativo. As taxas de cobertura de vegetacdo natural séo
baixas (KRONKA et al., 2005) e os impactos gerados pelas atividades antrépicas
ainda persistem e continuam a ameacar os remanescentes de vegetacgao e toda
importante biodiversidade associada (ORTEGA; ENGEL, 1992; CARREGA et
al., 2009). Apesar disso, constatamos que muitas espécies da fauna silvestre
regional ainda estdo presentes. Os mamiferos que compreendem desde os
pequenos roedores até espécies de grande porte como a onga-parda, sao
encontrados em diversos ambientes da regido (ALVES et al., 2012), algumas
espécies até dentro das cidades como muitos morcegos, roedores e marsupiais,
como os gambas.

Podemos encontrar circulando pela regiao da Cuesta, espécies
como os tamanduas, ongas-pardas, jaguatiricas, lobos-guara, raposinhas,
veados entre outros (ALVES et al., 2012). Os primatas (macacos-prego, micos,
bugios) e outras espécies arboricolas, como as preguigas e alguns pequenos
marsupiais, sao raros, pois dependem de um ambiente florestado, estando
confinados aos fragmentos de floresta que restaram. A situagdo da fauna na

regido da Cuesta é delicada, pois varias espécies correm o risco de desaparecer
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e as principais ameagas sdo a destruicdo e poluicdo de seus habitats (das
florestas, banhados, cerrados), a caga (muito comum ainda na regido), os
atropelamentos e a introdugao de espécies exodticas e doengas.

O governo, no ambito estadual e federal, vem reconhecendo a
importancia do ambiente natural desta regido e a necessidade da implantagao
de acbes para sua conservagao. Em 1983, aproximadamente 218.000 hectares
desta area foram decretados como protegidos com a criacdo da Area de
Protecdo Ambiental Corumbatai, Botucatu e Tejupa, perimetro Botucatu (APA
Botucatu) com a finalidade de resguardar entre outros, elementos considerados
“significativos da flora e da fauna” (SAO PAULO, 1983). O governo do Estado de
Sao Paulo, subsidiado pelo trabalho coordenado pelo Programa Biota/Fapesp,
também identificou esta regido como prioritaria para conservagao com alta
indicagdo para incremento da conectividade da paisagem e inventarios
bioldgicos.

Em uma analise preliminar observa-se que os principais desafios
para a conservagao da regiao sao a protecao desses fragmentos, aumento da
fiscalizagdo ambiental e o incremento da permeabilidade da paisagem por meio
da formacdo de corredores ecoldgicos. Tais desafios necessitam de mais
informagdes para serem superados. A regidao, em termos territoriais, ainda
carece de pesquisas ecologicas que subsidiem o monitoramento ambiental e a
tomada de decisbes pelos gestores e lideres da regido. Dai destaca-se o
importante papel da Universidade Estadual Paulista (Unesp) do Campus de
Botucatu em assumir essa tarefa aproveitando os recursos humano, logistico e
material ja existentes como também a atuagao e experiéncia dos pesquisadores
que trabalham nesta area.

Inserida dentro da area de protegao ambiental (APA) de Botucatu,
destaca-se a Fazenda Experimental Edgardia, pertencente a Unesp, com
aproximadamente 1.200 hectares. Na histéria mais recente, a fazenda passou
por processos de ocupacao tipicos da regido como cultivo de café e criagao de
gado e, ainda hoje, € possivel encontrar vestigios dessas ocupagdes e resgatar
a sua histéria. A Fazenda possui uma rede hidrica composta por quatro principais
rios que nascem na frente da Cuesta e drenam para uma area de varzea no Rio
Capivara, sendo que apenas um rio tem sua nascente fora dos limites da

fazenda. Cinco fragmentos de vegetagéo natural ainda permanecem no interior
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da fazenda, num total de aproximadamente 747 alqueires de mata nativa,
localizados na area de transicdo entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado.
Desde 1978, a Fazenda Edgardia sofreu uma regeneracao significativa da
vegetacdo natural, com ampliagdo e conexdo dos fragmentos ali presentes
principalmente em areas caracterizadas como frente da Cuesta. O restante da
area é utilizado para praticas agricolas e pecuarias voltadas prioritariamente a
pesquisa universitaria (JORGE; SARTORI, 2002).

Griese e Fonseca (2014) relataram a importancia desses
fragmentos como refugio da biodiversidade e comprovaram a extincdo de
algumas espécies de mamiferos silvestres na regido como a onga pintada
(Phantera onca), anta (Tapirus terrestris), ariranha (Pteronura brasiliensis) e o
cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus). Neste estudo, animais exoticos
entraram na lista de espécies presentes nesta area, sendo eles o ratdo-do-
banhado (Myocastor coypus) e a lebre-européia (Lepus europeus). Alves et al.
(2012) fizeram registros indiretos da presenca de mamiferos por meio da analise
de vestigios (pegadas e fezes) em trilhas pré-existentes, ao longo de um ano.
Foram registrados um total de 18 espécies de mamiferos silvestres de médio e
grande porte. Porém, os pesquisadores afirmaram ser necessario um esforgo
amostral maior, uma vez que as espécies apresentam diferentes capacidades
de utilizagdo dos ambientes.

Desta forma, conclui-se que muitos dos elementos naturais e
antropicos presentes na fazenda e seu entorno refletem a situagdo geral da
regido o que a torna um excelente local para pesquisas visando responder as
questdes ja levantadas sobre a dinamica desses ambientes e auxiliar a gestao

ambiental tanto da Fazenda como da regido.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi protocolado na Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Unesp — Campus de Botucatu sob a numeragéo: 118/2016, e aprovado no dia
08/07/2016. Para autorizagcdo das atividades com finalidades cientificas, o
projeto foi protocolado sob a numeracgédo: 58409-1 emitido pelo Sistema de

Autorizagao e Informacgao em Biodiversidade — SISBIO no dia: 30/05/2017
4.1 Obtencdo de material biologico

O periodo de coleta das amostras de fezes de onca-parda foi de
agosto de 2016 até outubro de 2017 na APA da Fazenda Edgardia - Unesp,
situada no Municipio de Botucatu, S&o Paulo. Durante os primeiros seis meses,
foram feitos estudos prévios para reconhecimento de todas trilhas, conforme
apresentadas na figura 2. Nos primeiros meses, foi realizada uma triagem das
varias trilhas identificando quais os melhores locais a percorrer principalmente

nas areas de transi¢cao de vegetacéao, estradas e trilhas.

FIGURA 2: Trilhas percorridas na Fazenda Experimental Edgardia, Botucatu,
SP, sobre ortofoto gerada com base na fotografia aérea de 2018. 1 e 2- floresta;

3- transicao floresta/cerradao; A- cultura de arroz;

No campo, as fezes foram supostamente depositadas por ongas-

pardas. As coletas foram realizadas caminhando oportunisticamente nas trilhas,
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seguindo pegadas no ch&o ou outras marcas de passagem do animal. As
amostras de fezes coletadas foram identificadas baseando-se no padrao de
morfologia caracteristico para a espécie Puma concolor. Cada amostra recolhida
foi georreferenciada, conforme ilustrado na figura 3 e as fezes acondicionadas
em tubos de plastico estéril e armazenada em -20°C.

As extracoes de DNA e respectivamente as avaliagcbes de
qualidade e quantidade do material obtido, foram desenvolvidas no Laboratério
de Genética Animal do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias,

Unesp, Campus de Botucatu.

FIGURA 3: Georreferenciamento no momento da coleta da amostra. Dados do
GPS: 22°40°07.2"" em 27 de agosto de 2016.

4.2 Extragcdo de DNA

A extraggo de DNA total foi realizada empregando
fenol/cloroférmio, segundo protocolo descrito em Sambrook e Russel (2001). A
quantidade e a qualidade do DNA foram avaliadas em espectrofotdmetro (Nano
Drop ND-1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific), por meio de
absorbancia a 260-280 nm, e em gel de agarose 1,5%, corado com Gel Red
(Uniscience) (0,1uL/10mL) imerso em tampao TAE 1X (Tris-Acido acético-EDTA)

e visualizados em digitalizador de imagens, sob luz ultravioleta.
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5 RESULTADOS

Foi coletado um total de 44 amostras biolégicas durante o periodo de
coleta conforme ilustrado na figura 4.
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FIGURA 4: Numero de amostras encontradas durante agosto de 2016 a outubro
de 2017.
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Abaixo, segue 0 mapa, da fazenda Experimental Edgardia,contendo

os dados de georreferénciamento das amostras coletadas:

FIGURA 5: Fazenda Experimental Edgardia: identificacédo dos locais de coleta

das amostras de fezes.
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No local e apos uma analise prévia de cada uma das amostras
coletadas, nove delas foram excluidas conforme os critérios: auséncia de pélos,

presenca de sementes e/ou falta de informacao de referéncia (figura 6).
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FIGURA 6: A esquerda: amostra 17 de Puma concolor evidenciando a presencga

de pelos. A direita: amostra 31 — amostra descartada devido a presenca de
sementes e auséncia de pelos.
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Em algumas amostras, foi possivel a identificacdo de ossos de

presas, conforme exemplificado na figura 7.

FIGURA 7: Amostra de fezes de Puma concolor analisadas em laboratdrio. Em

vermelho, destacam-se fragmentos de ossos de suas presas.
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Na tabela 1 encontram-se os resultados obtidos em termos de
concentracao de DNA (ng/ul) e avaliacdo de sua qualidade por meio da analise
de absorbancia em espectrofotdmetro, para cada uma das 35 amostras de DNA

obtidas empregando a técnica de extracéo por fenol/cloroférmio.

TABELA: Descricao das 35 amostras quanto a concentracdo de DNA obtida e

respectiva analise de absorbancia.

Amostras Concentragao Absorbancia
ng/ul 260/280pum

1 33,7 1,76
2 12,2 0,69
3 38,4 1,67
4 17,2 1,34
5 23,6 1,77
6 116,9 1,29
7 11,7 1,43
8 54,8 1,86
9 19,4 1,69
10 3,6 1,93
1 47,5 1,64
12 82,2 1,67
13 14,4 1,76
14 6,9 1,8

15 27,9 1,45
16 1,5 2,15
17 1 2,43
18 0,5 1,18
19 4 1,53
20 8,7 1,87
21 71 1,48
22 13,5 1,57
23 21,7 1,6

24 6,4 1,29
25 8,7 1,4

26 9,8 1,52
27 32,6 1,5

28 60,2 1,82
29 179,6 1,53
30 10,7 1,79
31 178,5 1,3

32 60,5 1,69
33 1,1 0,97
34 5,1 1,44

35 123,1 1,49
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Todas as amostras foram analisadas visualmente e classificadas
quanto ao seu grau de degradagao em: (a) muito degradadas; (b) degradadas;
(c) pouco degradadas ou (d) frescas. Posteriormente, realizou-se uma
comparagao relacionando o grau de degradagao com a qualidade de DNA obtida
por meio da analise em eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Gel
Red (0,1uL/10mL) imerso em tampéao TAE 1X e visualizados em digitalizador de
imagens, sob luz ultravioleta conforme ilustrado na figura 8. A média da
somatodria das concentracbes das amostras muito degradadas, degradadas,
pouco degradas e frescas deram respectivamente: 19.03 ng/ul; 16,86 ng/pl;
43,27 ng/ul; 70,78 ng/ul

FIGURA 8: Identificagdo das amostras segundo o seu grau de degradagao: (A)
muito degradadas; (B) degradadas; (C) pouco degradadas ou (D) frescas e
respectivo resultado da eletroforese em gel de agarose a 1,5% evidenciando a
qualidade e integridade do DNA obtido.
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6 DISCUSSAO

Um dos objetivos da biologia da conservagao é o de possibilitar a
sobrevivéncia, em longo prazo, das espécies e dos ecossistemas aos quais elas
dependem (WAYNE e MORIN, 2004). Os mamiferos carnivoros séao
naturalmente inclinados a entrar em conflito com o0 homem porque suas extensas
areas de vida, seus requerimentos alimentares e comportamento predatorio os
colocam em competicdo com os humanos e podem representar ameaca a
seguranca fisica ou econdmica da comunidade. Essas caracteristicas reduzem
a tolerancia aos carnivoros de maneira geral, diminuindo assim o apoio a sua
conservagao.

Conservacionistas preocupados com os grandes felinos nao
podem simplesmente se restringir ao estudo da espécie com a qual trabalham
isolando-as do contexto e ndo se envolvendo com os aspectos soécio-
econdmicos e politicos mais amplos ou, desta forma, sua pesquisa nao ira
representar a realidade a que estdo expostos. O presente trabalho visou,
levando-se em consideragao o bem-estar animal, contribuir com informacgdes
que venham a se somar aos dados ja existentes na literatura, de forma a ampliar
o conhecimento ecoldgico sobre a regido e a espécie Puma concolor.

Uma nova possibilidade de monitorar a demografia de espécies
que sao dificeis de serem observadas ou capturadas, como no caso da oncga-
parda, utiliza materiais organicos ou rastros por elas deixados. Sabe-se que,
para se obter informagdes confiaveis do material genético de um animal, é
necessario que as etapas que antecedem a amplificagdo (replicagdo in vitro)
sejam rigorosas e livres de contaminacéo. Muitos s&o os métodos desenvolvidos
para obtengao de DNA puro e integro sendo alguns baseados em kits comerciais
de gastos relativamente elevados. Muitas séo baseadas em kits comerciais, de
gastos relativamente elevados. Sdo escassos os estudos empregando métodos
de extracdo de baixo custo, como a técnica de extracdo a partir do uso de
fenol/cloroformio utilizada neste estudo e também aplicaveis a amostras de
material biolégico obtidas por métodos nao invasivos de coleta. Na maioria dos
casos, as extracdes de DNA envolvem amostras obtidas por métodos invasivos,

gue no caso de grandes animais, tornam a coleta uma tarefa dificil e demorada,
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aléem de provocar estresse nos animais. Em virtude dessas desvantagens,
métodos alternativos tém surgido com o intuito de tornar a obtencdo das
amostras um processo menos desgastante tanto para os animais quanto para
0s pesquisadores.

Amostras ndo invasivas de Puma concolor, tais como as fezes, sdo
fontes confiaveis para o conhecimento biolégico n&o s6 da espécie em questao,
mas de toda sua cadeia alimentar, além de ser um método barato de
monitoramento de espécies in situ.

Para combater o desafio de localizar tais tipos de amostras nao
invasivas, as etapas de levantamento e triagem das trilhas neste experimento
foram de crucial importancia. A detecgao dos locais com grande quantidade de
pegadas foi um indicativo de encontrar fezes possivelmente frescas. O resultado
quanto ao numero de amostras obtido mostrou que os locais escolhidos para
patrulhamento foram eficazes visto que foram encontradas e coletadas 44
amostras de fezes. Correlacionando as coletas com a época do ano evidenciou-
se que, entre os meses de julho a novembro, ocorreu uma maior atividade de
demarcacao territorial. Este fato sugere que este periodo possa indicar a estagéo
reprodutiva da espécie. Quando correlacionamos o0 mesmo periodo com 0s
dados de indice pluviométrico da regido, observou-se que 0 maior numero de
amostras foi coletado nos meses secos sugerindo que, com a ocorréncia de
chuvas, ocorre a lavagem das fezes. Portanto, estudos comportamentais
complementares de demarcacao territorial devem ser realizados. Este estudo
prévio demonstrou que € possivel, com o patrulhamento das trilhas na APA da
Fazenda Edgardia, o levantamento de informagdes cruciais para a regido da
Cuesta de Botucatu. Porém, este deve ser um esforgco continuo de forma a
compreender a dindmica dos biomas Cerrado, Mata Atlantica e sua regiao de
transigéo.

Assim, em estudos futuros, esforcos amostrais devem ser
conduzidos somente em determinados periodos do ano, ou seja, aqueles de
baixa pluviosidade. Faz-se uma ressalva aqui quando os estudos a serem
realizados envolvam aspectos comportamentais de demarcagao de territorio

dessa espécie.
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As fezes coletadas apresentaram-se repletas de ossos, pelos e
bicos. Este fato evidencia claramente a existéncia de algumas espécies que
habitam a regido, pois a onga-parda é um predador generalista e se alimenta de
qualquer espécie que aumente sua densidade. Desta forma, esta espécie,
exerce um controle do ecossistema e de suas pragas. Atualmente, devido a
grande fragmentacao de habitats, as populagdes selvagens estdo ficando cada
vez mais isoladas e, com o estudo a partir da analise das fezes, pode-se elucidar
todo o complexo ecoldgico da regido.

As amostras bioldgicas oriundas de felinos foram facilmente
identificaveis, levando-se em consideracao, além de sua morfologia, a presenca
de ossos e pelos emaranhados, devido ao seu comportamento de autolimpeza.
Porém, quando nessas fezes, observavamos a presenca de sementes, as
mesmas foram descartadas considerando serem pertencentes a outra espécie,
e nao a estes carnivoros.

O resultado referente a quantificacdo do DNA obtido nas 35
amostras de fezes mostrou que em todas elas havia material, porém, sua
concentracgao variou de 0,5 a 180 ng/uL. O DNA obtido das fezes € oriundo das
células epiteliais descamadas durante a passagem pelo intestino (KOHN e
WAYNE, 1997). Embora geralmente produzam quantidades pequenas de DNA,
observou-se que tais as amostras nao invasivas, podem ser usadas para a
analise de variagdo genética individual como uma ferramenta poderosa para
responder questbes sobre a diversidade genética, parentesco e relagdes
populacionais.

A qualidade das amostras tem um impacto direto na acuracia
dos resultados a serem obtidos quando do emprego de técnicas de biologia
molecular tais como amplificagdo por PCR e reagdes de sequenciamento.
Quando consideramos a qualidade do DNA obtido, conforme ilustrado na figura
8, verificamos a presenga de DNA mais integro nas amostras de fezes frescas
ou pouco degradadas. Ja, nas amostras classificadas como degradadas ou
muito degradadas, verificamos a contaminacdo com RNA, uma vez que se
detecta banda na parte inferior do gel de agarose.

Evidenciou-se nesta pesquisa que a qualidade do DNA obtido esta
diretamente relacionada com o grau de degradag¢ao das amostras encontradas.

E assim, a obtencdo de DNA a partir de fezes para posterior utilizacdo em
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metodologias de biologia molecular, € extremamente promissor para os estudos
demograficos de populagdes in situ, devido a acessibilidade deste material
biolégico sem necessidade de captura do animal.

Os resultados obtidos vém contribuir com planos de manejo da espécie
escolhida e, devido a similaridade comportamental das espécies guarda-chuva,
demais estudos com grandes felinos podem seguir modelos semelhantes
empregando também amostras ndo invasivas. Além disso, técnicas mais
acuradas de analise de pegadas como o uso de medidas em programas
computacionais € o uso de armadilhas fotograficas, podem auxiliar no

esclarecimento da dindmica dessas comunidades em seu ecossistema.
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Com base nos resultados obtidos espera-se que esta pesquisa traga
novos subsidios na utilizacdo de amostras nao invasivas e assim, venha a
contribuir com planos de conservagao tanto regionais como nacionais.

a) A escolha da espécie guarda-chuva, Puma concolor,
demonstrou ser confiavel devido ao seu efeito sistémico no ecossistema no qual
reside, além da demarcacao de territérios, comportamento natural de muitos
felinos, facilitando o acesso a coleta de amostras e posterior anadlises genéticas.

b) A estratégia de escolha dos trajetos a serem percorridos nas
areas de transicdo e bordas de mata pela presenca de pegadas se mostrou
altamente eficaz para encontrar fezes de Puma concolor.

c) A obtengao de DNA de qualidade a partir de amostras de fezes
empregando a metodologia de fenol/cloroférmio se mostrou eficiente bem como

uma alternativa de baixo custo.
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RESUMO

O Brasil ¢ um pais megadiverso detentor de grande parte da riqueza ecoldgica do mundo,
porém seus biomas, importantes devido aos servigos ecossistémicos, sofrem com a
pressdo antropica. Assim, os grandes predadores, como o Puma concolor, possuem efeito
regulatdrio no ecossistema. Estudos de populagdes in situ sdo importantes na elaborag¢do
de planos de manejo e a utilizagdo de amostras ndo invasivas, nos permitem ter acesso a
informagdes bioldgicas a um baixo custo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
amostras ndo invasivas e, para tal, foram percorridas trilhas na APA-Corumbatai-Tejupa-
Botucatu. As amostras de fezes encontradas foram georreferenciadas, coletadas,
selecionadas, fotografadas, classificadas e seu DNA extraido por meio da técnica
empregando fenol/cloroformio. O DNA obtido foi quantificado em espectrofotometro e
sua qualidade avaliada em gel de agarose a 1,5%. Todas as amostras foram analisadas
visualmente e classificadas em uma das 4 classes estabelecidas quanto ao seu grau de
degradacao. As maiores concentragoes de DNA bem como a obtencao de um material de
melhor qualidade foram obtidas nas fezes frescas ou pouco degradadas. Estes resultados
evidenciam que o DNA obtido possui quantidade e qualidade suficientes para seu
emprego em técnicas de biologia molecular e assim, a possibilidade de respostas para
diversas questdes biologicas.

Palavras-chave: felino; fezes; onca-parda; extragdo de DNA

ABSTRACT

Brazil is a highly diverse country that holds a significant part of the world’s ecological
wealth. However, its biomes, important due to its role in the ecosystemic services, suffer
from anthropic pressure. Therefore, large predators have regulatory effect on the
ecosystem. The Puma concolor is a large generalist predator that acts on the trophic
profile where it lives. Populational studies in situ are important for the elaboration of
management plans and the use of non-invasive samples allow us to have access to
biological informations at a low cost. This project aimed to evaluate the use of non-
invasive samples in conservationist plans of the region. Transitioning areas and edges of
Forrest were analysed and samples of faeces were collected, selected, geo-referenced,
photographed and classified. The DNA was extracted using phenol/chloroform and
quantified and its quality was analysed through electrophoresis. the samples were



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

37
Trabalho Cientifico

submitted to DNA extractions and its product evaluated. The presence of genetic material
in the fresh faeces or low degraded showed higher concentrations of DNA. This results
show that the DNA obtained through a non-invasive method (low cost methodology) can
provide enough quality and quantity for molecular biology analyses while also be used
to answer other different biological issues.

Keywords: feline; feces; cougar; DNA extraction

INTRODUCAO

Popularmente conhecida como puma, suguarana, onga-vermelha, onga-vermelha-do-
lombo-preto, ledo baio, onga parda ou ledo-da-montanha, a Puma concolor ¢ a segunda
maior espécie de felino no Brasil. Possui habitos solitarios e terrestres, apresentando
predominio de suas atividades no periodo noturno. Seu habitat ¢ variado, incluindo
florestas tropicais e subtropicais, caatinga, cerrado e pantanal. Sdo animais que se
dispersam por longas distancias, at¢ mesmo na presenca de fragmentagdo de seu habitat
(Ruth et al., 1998). Também sdo animais territorialistas que tém como pratica marcar seu
territorio depositando pequenos volumes de fezes em locais proeminentes como trilhas,
rochas ou ninhos j4 desocupados. Essa atividade se deve ao fato de que, quando defeca,
a maioria dos carnivoros produz secreg¢des odoriferas na glandula anal que aderem as
fezes (Chame, 2003). Uma vez que cada espécie produz um odor caracteristico, a
marcacao territorial por meio das fezes permite que sejam reconhecidas informagdes
interespecificas de um territorio individual, sexo e estado reprodutivo, desempenhando
importante papel na comunicacao social desses animais (Gorman e Trowbridge, 1989).
Soria-Diaz et al. (2017) estudaram, no México, a resposta funcional de pumas em um
sistema de multiplas espécies de presas e concluiram que esses carnivoros possuem
grande plasticidade em seu padrdo alimentar. Logo, esta espécie guarda-chuva, reduz a
densidade de suas presas, sendo esta considerada uma associagdo negativa. Porém,
Breviglieri et al. (2017), analisando 23 fragmentos florestais no estado de Sdo Paulo além
das correlagdes negativas encontradas: diminuicdo de 45% na diversidade de espécies-
presas e de 11% na presenga dos mesopredadores, também verificaram correlagdes
positivas ou neutras mostrando que o puma atua de maneira sistémica em seu ambiente.
Estes resultados contribuem com novos conhecimentos sobre os efeitos da predacao e das
caracteristicas do ambiente quanto a sua composi¢ao ¢ comportamento das diferentes

espécies.
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Entre as razdes para se conservar os carnivoros, temos o fato de os mesmos ocupam o
topo da pirdmide alimentar e, por conseguinte, sdo considerados como espécie bandeira
e espécie guarda-chuva (Dobrovolski et al., 2013). Possuem grande importancia
ecoldgica, pois podem controlar a abundancia, distribui¢do e diversidade das populagdes
e de suas presas influenciando toda a dindmica do ecossistema em que vivem. Nesse
grupo, a onga-parda (Puma concolor) ¢ a espécie de mamifero silvestre mais amplamente
distribuida do hemisfério ocidental.

Portanto na auséncia de predadores, todo ecossistema natural como os mamiferos,
herbivoros, roedores, aves, répteis e insetos, tende a se desequilibrar sendo que
populacdes de algumas espécies podem crescer exponencialmente. E este cenario de
desequilibrio ambiental, acarreta em consideraveis prejuizos a agricultura e
consequentemente, proporcionais perdas financeiras (Leite-Pitman e Oliveira, 2002).
Saber quais sdo as espécies existentes em uma determinada regido ¢ o ponto inicial para
os estudos ecologicos e para o estabelecimento de projetos de conservagdo. Além disso,
o levantamento da densidade populacional ¢ a principal condi¢@o para trabalhar com seu
manejo e assim, avaliar tendéncias dessa populacdo e a efetividade de planos de
conservagao ou manejo em areas protegidas, cuja funcdo ¢ manter populagdes viaveis da
espécie estudada.

No estado de Sao Paulo, devido ao processo de devastagdo ocorrido em um ritmo sem
precedentes ao longo dos anos, a cobertura vegetal foi amplamente convertida em
pastagens agropastoris € em areas industriais e urbanas. Originalmente, cerca de dois
tercos da area do estado eram cobertos por Floresta Estacional Semidecidual (bioma Mata
Atlantica) e, o terco restante, por formagdes tipicas do bioma Cerrado. De acordo com
Machado et al. (2004) Apesar dos esforgos recentes do ministério do meio ambiente, eles
ainda ndo foram suficientes para abrandar a situacdo do bioma Cerrado. foi sugerido pelo
autor que este bioma se enquadrasse em situagdo critica ou preocupante.

Atualmente temos preservados apenas cerca de 46% de Cerrado (Machado et al. 2004) e,
de vegetacdes originais da Mata Atlantica, 12,5% considerando os fragmentos menores
de 100ha, ou 8,5% desconsiderando-os (Fundagao SOS Mata Atlantica, 2016) Além
disso, os remanescentes estdo sujeitos a intervencdes e constantes ameacas, pois
encontram-se proximos de grandes centros urbanos ou estdo isolados por pastagens,
vastas plantagdes de laranja, cana-de-acucar e reflorestamento com Pinus e Eucalipt

o(Machado et al. 2004; Fundagao SOS Mata Atlantica, 2016).



101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

134

39
Trabalho Cientifico

No estado de Sdo Paulo, a regido da Cuesta de Botucatu ¢ uma 4rea situada entre os rios
Tiet€ e Paranapanema, abrangendo os municipios de Sdo Manuel, Botucatu, Bofete,
Pardinho, Itatinga, Angatuba, Torre de Pedra, Guarei, Avaré¢ e Porangaba. A vida na
regido da Cuesta tem como base o ambiente que ¢ composto tanto pelo Cerrado, quanto
pela Mata Atlantica e, também, pela mistura de ambos os biomas, o chamado ec6tono
(Milan & Moro, 2016), conferindo uma alta biodiversidade e disponibilidade de recursos
aos seres vivos. Portanto a regido da Cuesta possui grande heterogeneidade de habitat,
proporcionada pela confluéncia dos ecossistemas regionais. Essa caracteristica oferece
condi¢des para o estabelecimento de inimeras espécies, desde aquelas tipicas do Cerrado,
as tipicas de Mata Atlantica e as espécies mais generalistas, ou seja, as que ndo sdo
exigentes em relagdo ao ambiente em que vivem e que habitam ambos os biomas e suas
variagoes.

Em uma anélise preliminar observa-se que os principais desafios para a conservagdo da
regido sdo a protecdo desses fragmentos, aumento da fiscalizagdo ambiental e o
incremento da permeabilidade da paisagem por meio da formacdo de corredores
ecologicos. Tais desafios necessitam de mais informagdes para serem superados. A
regido, em termos territoriais, ainda carece de pesquisas ecoldgicas que subsidiem o
monitoramento ambiental e a tomada de decisdes pelos gestores e lideres da regido. A
partir disso, destaca-se o importante papel da Universidade Estadual Paulista (Unesp) do
Campus de Botucatu em assumir essa tarefa aproveitando os recursos humano, logistico
e material ja existentes, como também a atuagdo e experiéncia dos pesquisadores que
trabalham nesta area.

Inserida dentro da area de preservagdo ambiental (APA) de Botucatu, destaca-se a
Fazenda Experimental Edgardia, pertencente a Unesp, com aproximadamente 1.200
hectares. Na historia mais recente, a fazenda passou por processos de ocupagao tipicos da
regido como cultivo de café e criagdo de gado e, ainda hoje, € possivel encontrar vestigios
dessas ocupacgdes e resgatar a sua historia. A Fazenda possui uma rede hidrica composta
por quatro principais rios que nascem na frente da Cuesta e drenam para uma area de
varzea no Rio Capivara, sendo que apenas um rio tem sua nascente fora dos limites da
fazenda. Cinco fragmentos de vegetacdo natural ainda permanecem no interior da
fazenda, num total de aproximadamente 747 alqueires de mata nativa, localizados na area
de transicao entre os biomas Mata Atlantica e Cerrado. Desde 1978, a Fazenda Edgardia
sofreu uma regeneracao significativa da vegetagdo natural, com ampliagdo e conexado dos

fragmentos ali presentes, principalmente em dareas caracterizadas como “frente da
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Cuesta”. O restante da area ¢ utilizado para praticas agricolas e pecudrias voltadas
prioritariamente as pesquisas universitarias (Jorge e Sartori, 2002).

Griese e Fonseca (2014) relataram a importancia desses fragmentos como refiigio da
biodiversidade e comprovaram a extin¢do de algumas espécies de mamiferos silvestres
na regido como a ong¢a pintada (Phantera onca), anta (Tapirus terrestris), ariranha
(Pteronura brasiliensis) e o cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus). Neste estudo,
animais exoticos entraram na lista de espécies presentes nesta area, sendo eles o ratdo-do-
banhado (Myocastor coypus) e a lebre-européia (Lepus europeus). Alves et al. (2012)
fizeram registros indiretos da presenga de mamiferos por meio da analise de vestigios
(pegadas e fezes) em trilhas pré-existentes, ao longo de um ano. Foram registrados um
total de 18 espécies de mamiferos silvestres de médio e grande porte. Porém, os
pesquisadores afirmaram ser necessario um esforco amostral maior, uma vez que as
espécies apresentam diferentes capacidades de utilizagdo dos ambientes.

Desta forma, considera-se que muitos dos elementos naturais e antropicos presentes na
fazenda e seu entorno refletem a situagdo geral da regido, o que a torna um excelente local
para pesquisas visando responder as questoes ja levantadas sobre a dinamica desses

ambientes, e que poderiam auxiliar na gestdo ambiental tanto da Fazenda como da regido.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Unesp — Campus de Botucatu
, sob o protocolo de numero 118/2016, na data 08/07/2016. Para autoriza¢do das
atividades com finalidade cientifica, o projeto foi protocolado sob a numeragao 58409-1,
emitido pelo Sistema de Autorizagao e Informacao em Biodiversidade — SISBIO no dia
30/05/2017.

O periodo de coleta das amostras de fezes de onga-parda foi de agosto de 2016 até outubro
de 2017, na APA da Fazenda Edgardia - Unesp, situada no Municipio de Botucatu, Sao
Paulo. Durante os primeiros seis meses, foram feitos estudos prévios para reconhecimento
de todas trilhas, conforme apresentadas na Fig. 1. Além disso, foi realizada uma triagem
das varias trilhas identificando quais os melhores locais a percorrer, principalmente nas

areas de transi¢ao de vegetacao, estradas e trilhas.
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Figura 1.: Trilhas percorridas na Fazenda Experimental Edgardia, Botucatu, SP, sobre
ortofoto gerada com base na fotografia aérea de 2018. 1 e 2- floresta; 3- transi¢do

floresta/cerraddo; A- cultura de arroz;

No campo, as fezes foram supostamente depositadas por ongas-pardas. As coletas foram
realizadas caminhando oportunisticamente nas trilhas, seguindo pegadas no chdo ou
outras marcas de passagem do animal. As amostras de fezes coletadas foram identificadas
baseando-se no padrao de morfologia caracteristico para a espécie Puma concolor. Cada
amostra recolhida foi georreferenciada, conforme ilustrado na Fig. 2 e as fezes
acondicionadas em tubos de pléstico estéril e armazenada em temperatura de -20°C.

As extragdes de DNA e as avaliagdes de qualidade e quantidade do material obtido, foram
desenvolvidas no Laboratério de Genética Animal do Departamento de Genética do

Instituto de Biociéncias, Unesp, Campus de Botucatu.

T 2%
Figura 2.: Georreferenciamento no momento da coleta da amostra. Dados do GPS:

22°40°07.2°" em 27 de agosto de 2016.

A extracao de DNA total foi realizada empregando fenol/cloroférmio, segundo protocolo
descrito por Sambrook e Russel (2001). A quantidade e a qualidade do DNA foram
avaliadas em espectrofotometro (Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer - Thermo
Fisher Scientific), por meio de absorbancia a 260-280 nm, ¢ em gel de agarose 1,5%,
corado com Gel Red (Uniscience) (0,1uL/10mL) imerso em tampdo Tris-Acido acético-

EDTA (TAE) e visualizados em digitalizador de imagens, sob luz ultravioleta.
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RESULTADOS

Foi coletado um total de 44 amostras biologicas durante o periodo de coleta, conforme
ilustrado na Fig. 3.

14
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Figura 3.: Numero de amostras encontradas durante agosto de 2016 a outubro de 2017.

Abaixo, segue o mapa da fazenda Experimental Edgérdia, contendo os dados de

georreferénciamento das amostras coletadas (Fig. 4):

Figura 4.: Fazenda Experimental Edgardia: identificacao dos locais de coleta das amostras

de fezes.

No local e apds uma analise prévia de cada uma das amostras coletadas, nove delas foram
excluidas conforme os seguintes critérios: auséncia de pelos, presenca de sementes e/ou

falta de informacao de referéncia (Fig. 5).
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Figura 5.: A esquerda: amostra 17 de Puma concolor evidenciando a presenca de pelos.

A direita: amostra 31 - descartada devido a presenca de sementes e auséncia de pelos.

Na Tab. 1. encontram-se os resultados obtidos em termos de concentracdo de DNA
(ng/ul) e avaliagdo de sua qualidade por meio da andlise de absorbancia em
espectrofotometro, para cada uma das 35 amostras de DNA obtidas empregando a técnica

de extragao por fenol/cloroféormio.

Tabela 1.: Descri¢ao das 35 amostras quanto a concentragdo de DNA obtida e respectivas

analise de absorbancia

@A (© (ab) @) (© (Ab) A (© (Ab)
1 337 1,76 13 144 176 25 87 14
2 122 0,69 14 69 18 26 9% 152
3 384 167 15 279 143 27 326 15
4 172 134 16 135 213 28 602 182
5 236 177 17 1 243 29 1796 1,53
6 1169 1,29 18 05 1,18 30 107 1,79
7 117 143 19 4 1,53 31 1785 13
g8 548 186 20 87 187 32 605 169
0 194 1,69 21 71 148 33 11 097
10 36 193 22 135 1,57 34 51 144
11 475 164 23 217 16 35 1231 149
12 822 167 24 64 129

Legenda: (A) Amostra, (C) Concentragdao ng/ul, (Ab) Absorbancia.
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Todas as amostras foram analisadas visualmente e classificadas quanto ao seu grau de
degradagdo em: (a) muito degradadas; (b) degradadas; (c) pouco degradadas ou (d)
frescas. Posteriormente, realizou-se uma comparagao relacionando o grau de degradagao
com a qualidade de DNA obtida, sendo que os resultados foram visualizados em
digitalizador de imagens, sob luz ultravioleta conforme ilustrado na Fig. 6. A média da
somatoria das concentragdes das amostras muito degradadas, degradadas, pouco degradas

e frescas deram respectivamente: 19.03 ng/ul; 16,86 ng/ul; 43,27 ng/ul; 70,78 ng/ul.

Figura 6.: Identificacdo das amostras segundo o seu grau de degradagdo: (A) muito
degradadas; (B) degradadas; (C) pouco degradadas ou (D) frescas e respectivo resultado
da eletroforese em gel de agarose a 1,5% evidenciando a qualidade e integridade do DNA

obtido.

DISCUSSAO

Um dos objetivos da biologia da conservagao ¢ o de possibilitar a sobrevivéncia, em longo
prazo, das espécies e dos ecossistemas aos quais elas dependem (Wayne e Morin, 2004).
Os mamiferos carnivoros sao naturalmente inclinados a entrar em conflito com o homem
porque suas extensas areas de vida, seus requerimentos alimentares e comportamento
predatorio os colocam em competicdo com os humanos e podem representar ameaca a
seguranga fisica ou econdmica da comunidade. Essas caracteristicas reduzem a tolerancia
aos carnivoros de maneira geral, diminuindo assim o apoio a sua conservagao.
Conservacionistas preocupados com os grandes felinos ndo podem simplesmente se
restringir ao estudo da espécie com a qual trabalham, isolando-as do contexto e nao se
envolvendo com os aspectos socio-econdmicos e politicos mais amplos, pois, desta
forma, sua pesquisa ndo ird representar a realidade a que estdo expostos. O presente

estudo visou, levando-se em consideragdo o bem-estar animal, contribuir com
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informagdes que venham a se somar aos dados ja existentes na literatura, de forma a
ampliar o conhecimento ecologico sobre a regiao e a espécie Puma concolor.

Uma nova possibilidade de monitorar a demografia de espécies que sao dificeis de serem
observadas ou capturadas, como no caso da onga-parda, utiliza materiais organicos ou
rastros por elas deixados. Sabe-se que, para se obter informagdes confidveis do material
genético de um animal, é necessario que as etapas que antecedem a amplificagdo
(replicagdo in vitro) sejam rigorosas e livres de contaminagdo. Muitos sdo os métodos
desenvolvidos para obtengdo de DNA puro e integro. Muitas sdo baseadas em Kits
comerciais, de gastos relativamente elevados. S3o escassos os estudos empregando
métodos de extracdo de baixo custo, como a técnica de extracdo a partir do uso de
fenol/cloroformio utilizada neste estudo e também aplicaveis a amostras de material
biologico obtidas por métodos ndo invasivos de coleta. Na maioria dos casos, as extragdes
de DNA envolvem amostras obtidas por métodos invasivos, que no caso de grandes
animais, tornam a coleta uma tarefa dificil e demorada, além de provocar estresse nestes
animais. Em virtude dessas desvantagens, métodos alternativos tém surgido com o intuito
de tornar a obten¢do das amostras um processo menos desgastante tanto para os animais
quanto para os pesquisadores.

Para combater o desafio de localizar tais tipos de amostras ndo invasivas, as etapas de
levantamento e triagem das trilhas neste experimento foram de crucial importancia. A
deteccao dos locais com grande quantidade de pegadas foi um indicativo de encontrar
fezes possivelmente frescas. O resultado obtido quanto ao nimero de amostras mostrou
que os locais escolhidos para patrulhamento foram positivos, visto que foram encontradas
e coletadas 44 amostras de fezes. Correlacionando as coletas com a época do ano
evidenciou-se que, entre os meses de julho a novembro, ocorreu uma maior atividade de
demarcacdo territorial. Este fato sugere que este periodo possa indicar a estacdo
reprodutiva da espécie. Quando correlacionamos o mesmo periodo com os dados de
indice pluviométrico da regido, observou-se que o maior nimero de amostras foi coletado
nos meses secos sugerindo que, com a ocorréncia de chuvas, ocorre a lavagem das fezes.
Portanto, estudos comportamentais complementares de demarcacao territorial devem ser
realizados. Este estudo prévio demonstrou que € possivel, com o patrulhamento das trilhas
na APA da Fazenda Edgardia, o levantamento de informagdes cruciais para a regido da
Cuesta de Botucatu. Porém, este deve ser um esfor¢o continuo de forma a compreender a

dindmica dos biomas Cerrado, Mata Atlantica e sua regido de transigao.
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As fezes coletadas apresentaram-se repletas de ossos, pelos e bicos. Este fato evidencia
claramente a existéncia de algumas espécies que habitam a regido, pois a onga-parda ¢
um predador generalista e se alimenta de qualquer espécie que aumente sua densidade.
Desta forma, esta espécie exerce um controle do ecossistema e de suas pragas.
Atualmente, devido a grande fragmentagdo de habitats, as populagdes selvagens estdo
ficando cada vez mais isoladas e, com o estudo a partir da analise das fezes, pode-se
elucidar todo o complexo ecologico da regido.

As amostras bioldgicas oriundas de felinos foram facilmente identificaveis, levando-se
em consideracdo, além de sua morfologia, a presenca de ossos e pelos emaranhados,
devido ao seu comportamento de autolimpeza. Porém, quando nessas fezes observavamos
a presenca de sementes, as mesmas foram descartadas considerando serem pertencentes
a outra espécie, € nao a estes carnivoros.

O resultado referente a quantificagdo do DNA obtido nas 35 amostras de fezes mostrou
que em todas elas havia material, porém, sua concentracao variou de 0,5 a 180 ng/uL. O
DNA obtido das fezes ¢ oriundo das células epiteliais descamadas durante a passagem
pelo intestino (Kohn e Wayne, 1997). Embora geralmente produzam quantidades
pequenas de DNA, observou-se que tais as amostras ndo invasivas, podem ser usadas para
a analise de varia¢do genética individual como uma ferramenta poderosa para responder
questdes sobre a diversidade genética, parentesco e relagdes populacionais.

A qualidade das amostras tem um impacto direto na acuracia dos resultados a serem
obtidos quando do emprego de técnicas de biologia molecular tais como amplificagdo por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e reagdes de sequenciamento. Quando
consideramos a qualidade do DNA obtido, conforme ilustrado na Fig. 6, verificamos a
presenca de DNA mais integro nas amostras de fezes frescas ou pouco degradadas. Ja,
nas amostras classificadas como degradadas ou muito degradadas, verificamos a
contaminagdo com RNA, uma vez que se detecta banda na parte inferior do gel de

agarosc.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos espera-se que esta pesquisa traga novos subsidios na
utilizagdo de amostras ndo invasivas e assim, venha a contribuir com planos de
conservagao tanto regionais como nacionais. A escolha da espécie guarda-chuva, Puma

concolor, demonstrou ser confiavel devido ao seu efeito sistémico no ecossistema no qual
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reside, além da demarcagdo de territérios, comportamento natural de muitos felinos,
facilitando o acesso a coleta de amostras e posterior analises genéticas.

A estratégia de escolha dos trajetos a serem percorridos nas areas de transicao e bordas
de mata pela presenca de pegadas se mostrou altamente eficaz para encontrar fezes de

Puma concolor.
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