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GENETICA E ESTIMATIVA POPULACIONAL DE UMA NOVA UNIDADE
EVOLUTIVA DE Mazama NO PARQUE ESTADUAL DO RIO DOCE, MINAS
GERAIS

RESUMO - A taxonomia do género Mazama apresenta lacunas devido a elevados
niveis de divergéncia genética entre espécies morfologicamente muito semelhantes,
além de serem elusivas, o que dificulta estudos como mapeamento da distribuicao
geografica e estimativas populacionais. Recentemente foi descoberta uma populacao
de Mazama no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Minas Gerais, entretanto, nédo
foi possivel realizar sua identificacdo ao nivel de espécie. Além de identificar a
espécie, dados demogréficos sdo essenciais para conservagdo dessa populacao,
posto que valores de densidade populacional sdo parametros-chave na avaliacdo de
risco de extincdo. Uma vez que métodos de estimativa populacional baseados em
observacao direta sdo pouco efetivos em espécies elusivas, abordagens indiretas sdo
uma alternativa, por exemplo a coleta de amostras fecais seguida da identificacdo em
nivel de espécie. Entretanto, por se tratar de um método indireto, alguns parametros
precisam ser estimados, requerendo tratamento estatistico minucioso. Diante desse
contexto, este trabalho teve como objetivos identificar a espécie de Mazama que
ocorre no PERD e estimar a densidade populacional na area, servindo como estudo
de caso para aperfeicoar a abordagem analitica de estimativa populacional de
cervideos florestais a partir de amostragem fecal. Para identificacdo da espécie,
amostras de referéncia e fecais, coletadas no PERD e de outras éareas, foram
sequenciadas para seis fragmentos de regibes mitocondriais. Foram realizadas
analises filogenéticas por Inferéncia Bayesiana e implementados métodos
coalescentes de delimitacdo molecular de espécies (GMYC e bPTP) para identificar
unidades taxonémicas operacionais moleculares (MOTUSs). Ainda, foi construida uma
rede de hapldtipos e gerada uma matriz de distancia genética. Para estimativa
populacional, as amostras fecais coletadas foram usadas em dois métodos diferentes,
Amostragem por Distancia Indireta e o Faecal Standing Crop (FSC). Os parametros
necessarios para implementar esses métodos foram estimados por modelagem
estatistica especifica para cada parametro. A hipétese filogenética recuperou as
amostras do PERD e de M. jucunda no mesmo clado, porém de modo reciprocamente
monofilético, correspondendo a duas MOTUs exclusivas. O PERD possui haplétipos
exclusivos e sua distancia genética com M. jucunda equipara-se aquela entre M.
jucunda e M. nana. Os valores de densidade populacional variaram de 1,2 + 0.42 a
2.03 £ 0.69 ind./km? (média + erro padréo). Assim, considerando a area do PERD de
aproximadamente 306 km?, a populacdo é composta de 367 a 621 individuos. Neste
trabalho nés reportamos uma nova populagdo de M. jucunda, representando uma
Unidade Evolutiva Significativa na espécie. Entretanto, a estruturacdo genética
observada e o contexto de isolamento do PERD evidenciam a possibilidade de serem
espécies distintas. Os valores de densidade estdo dentro da faixa relatada na
literatura, e as analises implementadas representam um importante avango nas
abordagens de estimativa populacional de cervideos florestais a partir de amostragem
fecal.

Palavras-chave: Mazama, Unidade Evolutiva Significativa, Estimativa populacional



GENETICS AND POPULATION ESTIMATE OF A NEW Mazama EVOLUTIONARY
UNIT IN THE RIO DOCE STATE PARK, MINAS GERAIS

ABSTRACT - The taxonomy of the genus Mazama presents gaps due to high levels
of genetic divergence among morphologically very similar species, as well as their
elusive nature, which pose challenges for studies such as geographical distribution
mapping and population estimates. Recently, a Mazama population was discovered in
the Rio Doce State Park (PERD), Minas Gerais; however, it was not possible to identify
it to species level. In addition to the species identification, demographic data is
essential for the conservation of this population, as population density values are key
parameters in assessing the risk of extinction. Since direct observation-based
population estimation methods are not effective for elusive species, indirect
approaches are an alternative, such as dung pile collection followed by species
identification. However, as it is an indirect method, some parameters need to be
estimated, requiring careful statistical treatment. In this context, this study aimed to
identify the Mazama species occurring in PERD and estimate the population density
in the area, making it a case study to refine the analytical approach for population
estimation of forest deer species based on dung pile sampling. For the species
identification, reference and fecal samples, collected in PERD and other areas, were
sequenced for six fragments of mitochondrial regions. Phylogenetic analyses were
performed using Bayesian Inference, and coalescent molecular species delimitation
methods (GMYC and bPTP) were implemented to identify Molecular Operational
Taxonomic Units (MOTUSs). Additionally, a haplotype network was constructed, and a
genetic distance matrix was generated. For the population estimation, the fecal
samples collected were used in two different methods, Indirect Distance Sampling and
Faecal Standing Crop (FSC). The parameters required to implement these methods
were estimated through statistical modeling specific to each parameter. As a result,
the phylogenetic hypothesis recovered the samples from PERD and M. jucunda in the
same clade, but in a reciprocally monophyletic manner, corresponding to two exclusive
MOTUs. PERD has exclusive haplotypes, and its genetic distance from M. jucunda is
similar to that between M. jucunda and M. nana. Population density values ranged from
1.2 + 0.42 to 2.03 £ 0.69 individuals/km? (mean * standard error). Thus, considering
the approximate 306 km? area of PERD, the population consists of 367 to 621
individuals. In this study, we report a new population of M. jucunda, representing a
Significant Evolutionary Unit. However, the observed genetic structuring and the
isolation context of PERD highlight the possibility of a new species. The density values
fall within the range reported in the literature, and the implemented analyses represent
a significant advancement in population density estimation approaches for forest deer
based on dung pile sampling.

Keywords: Mazama, Significant Evolutionary Unit, Population Estimation



CAPITULO 1 — Consideragdes gerais

1 INTRODUGAO

A familia Cervidae, grupo dos cervideos, cervos e veados, constitui-se de
animais ungulados pertencentes a ordem Artiodactyla, subordem Ruminantia, sendo
a segunda familia mais numerosa com 18 géneros e pelo menos 55 espécies (Zurano
et al., 2019; Prothero et al., 2022). Os primeiros cervideos chegaram no continente sul
americano pelo istmo do Panama por volta de 2,5 milh6es de anos atras, no final do
Plioceno (Stehli e Webb, 1985). A partir de pelo menos oito linhagens ancestrais,
passaram por uma intensa irradiacdo adaptativa na colonizacdo da América do Sul
em decorréncia, provavelmente, da auséncia de outros ruminantes no continente
(Webb, 2000; Duarte et al., 2008).

Na regidao Neotropical, os cervideos podem ser divididos morfologicamente, de
modo simplificado, em dois principais grupos — 1) espécies de areas “fechadas”
(Figura 01, A-C): animais de pequeno a médio porte, 30-65 cm de altura e 6-40 kg de
peso, machos com chifres simples e adapta¢gdes para ambientes florestais densos,
englobando os géneros Mazama, Subulo, Passalites e Pudu; e 2) espécies de areas
“abertas” (Figura 01, D-F): animais de médio a grande porte, 65-130 cm de altura e
30-130 kg de peso, machos com chifres ramificados e adaptacdes para ambientes
mais abertos, como florestas menos densas, campos e savanas, compreendendo 0s
géneros Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros e Blastocerus (Bernegossi et al.,
2023; Merino e Rossi, 2010; Morales-Donoso et al., 2023).

Taxonomicamente, todos os cervideos neotropicais integram a subfamilia
Capreolinae e tribo Odocoileini (Heckeberg et al., 2016), que é ainda dividida em dois
grupos, denominados por Duarte et al. (2008) de “clado vermelho” e “clado cinza”. Ja
Heckeberg et al. (2016) definiram essa subdivisdo em duas subtribos, Odocoileina
(“clado vermelho”) e Blastocerina (“clado cinza”). Sa&o géneros da subtribo
Blastocerina: Blastocerus, Ozotoceros, Hippocamelus, Subulo, Passalites, Pudu e
Mazama; e subtribo Odocoileina: Odocoileus e Mazama (Heckeberg et al., 2016;

Bernegossi et al., 2023; Morales-Donoso et al., 2023).
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Figura 01. Cervideos com ocorréncia no Brasil representando espécies de areas
“fechadas” (A, B e C) e “abertas” (D, E e F). A = Subulo gouazoubira. B =
Passalites nemorivagus. C = Mazama rufa. D = Odocoileus virginianus
cariacou. E = Blastocerus dichotomus. F = Ozotoceros bezoarticus. Escala
em centimetros. Fonte: NUcleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos
(NUPECCE).

Em nivel especifico, sdo consideradas 18 espécies para tribo Odocoileini
(Merino e Rossi, 2010; Heckeberg et al., 2016), das quais apenas Odocoileus
hemionus ndo ocorre no Neotropico. Trabalhos taxonémicos recentes levaram a
mudancas no arranjo taxondémico da tribo, incluindo, por exemplo, revalidagdo (Jorge
e Benirschke, 1977; Duarte e Jorge, 2003; Peres et al., 2021a) e sinonimizacao de
espécies (Gutiérrez et al.,, 2015; Mantellatto et al., 2022) e mudanca de género
(Bernegossi et al., 2023; Morales-Donoso et al., 2023; Sandoval et al., 2023), porém
0 numero de espécies Neotropicais permanece, por enquanto, 17, conforme listado

abaixo.

Tribo Odocoileini
Subtribo Odocoileina
Odocoileus hemionus (Rafinesque, 1817) — regido Neoartica
Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780)
Odocoileus pandora (Merriam, 1901)
Mazama americana (Erxleben, 1777)
Mazama temama (Kerr, 1792)



Mazama rufa (llliger 1811)

Mazama rufina (Bourcier e Pucheran, 1852)
Mazama nana (Hensel, 1872)

Mazama jucunda Thomas, 1913

Subtribo Blastocerina
Hippocamelus bisulcus (Molina, 1784)
Hippocamelus antisensis (d’Orbigny, 1834)
Blastocerus dichotomus (llliger, 1815)
Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758)
Subulo gouazoubira (Fischer, 1814)
Passalites nemorivagus (Cuvier, 1817)
Mazama chunyi Hershkovitz, 1959
Pudu puda (Molina, 1782)

Pudu mephistopheles (De Winton, 1896) — posicado incerta entre as
subtribos (Heckeberg, 2020)

Apesar de a regidao neotropical ser um hotspot de diversidade para os
cervideos, a evolucdo e sistemética do grupo nesta regido ainda é desconhecida
devido a escassez de registros fosseis (Webb, 2000). Entretanto, estudos realizados
nas ultimas décadas usando marcadores mitocondriais para reconstruir a historia
filogenética do grupo tém contribuido para mudar esse cenario. Destaca-se o trabalho
realizado por Duarte et al. (2008) (Figura 02) usando um fragmento do gene
mitocondrial Citocromo b (CYTB) para realizar analises filogenéticas incluindo
representantes de todos o0s géneros neotropicais. Entre os achados mais
surpreendes, ressaltam-se os elevados niveis de divergéncia molecular e citogenética
entre espécies morfologicamente muito semelhantes, naquele momento todas
incluidas no género Mazama, associadas em menor ou maior grau a ambientes
florestais. Esse estudo serviu como marco para diversos trabalhos que seriam
realizados posteriormente com intuito de auxiliar na resolucéo taxonémica do grupo,

especialmente aqueles utilizando analises citogenéticas (Gonzalez e Duarte, 2020).
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Figura 02. Relacdes filogenéticas de cervideos neotropicais (Odocoileini:
Capreolinae: Cervidae) inferidas a partir de uma matriz de 934 pb do gene
mitocondrial CYTB. O suporte dos clados é apresentado através de valores
de bootstrap e probabilidade posterior (>50%). Os clados vermelho e cinza
sao, respectivamente, homoélogos as subtribos Odocoileina e Blastocerina
sensu Heckberg et al. (2016). Figura publicada por Duarte et al. (2008).



As espécies de cervideos florestais com ocorréncia no Brasil estdo atualmente
alocadas em trés géneros, Subulo, Passalites e Mazama (Figura 01, A-C). As duas
primeiras sdo da subtribo Blastocerina; ja Mazama possui representantes nas duas
subtribos (vide lista de espécies anteriormente apresentada), sendo, portanto,
classificado como um taxon ndo-monofilético (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008;
Gutiérrez et al., 2017; Zurano et al., 2019; Heckeberg, 2020). A transferéncia de M.
chunyi para o género Subulo ja foi sugerida (Bernegossi et al., 2023) mas néo foi
formalmente avaliada.

Além da problematica taxondmica, ha também escassez de estudos ecoldgicos
com essas espécies pois, além do fato de serem morfologicamente semelhantes, sdo
raras e extremamente elusivas (Gonzélez e Duarte, 2020). Informacdes sobre a
distribuicdo geografica dessas espécies, por exemplo, ainda sao incipientes. Tal
realidade pode ser exemplificada pela descoberta recente de uma populacdo da
espécie amazébnica P. nemorivagus na Mata Atlantica do Espirito Santo e Bahia
(Oliveira et al., 2020). Uma lacuna importante é a identificacdo da espécie que ocorre
no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), maior area continua de Mata Atlantica em
Minas Gerais (IEF, 2023). Usando DNA fecal, Oliveira et al. (2020) realizaram uma
analise filogenética com fragmentos de um gene mitocondrial e demonstraram que
essa populacéo pertence ao género Mazama, podendo ser, em tese, qualquer espécie
do género que ocorre no Brasil: M. americana, M. rufa, M. jucunda ou M. nana, ou
ainda ser uma nova espécie.

Adicionalmente, além de saber quantas espécies existem, quais suas
delimitacdes e onde ocorrem, dados demogréaficos sdo essenciais para conservacao
dessas espécies. Valores de densidade sédo parametros-chave em quatro dos cinco
critérios da IUCN (International Union for Conservation of Nature) utilizados para
avaliar o grau de risco de extingdo de uma espécie (IUCN, 2012). No entanto,
estimativas populacionais de espécies elusivas, como os cervideos florestais
neotropicais, sédo dificeis de obter porque os métodos mais comuns, baseados em
observacdo direta, aérea ou terrestre, ndo se mostraram eficazes (Fragoso et al.,
2016).



A coleta ndo invasiva de amostras fecais em determinada area, seguido da
identificacdo das amostras em nivel de espécie, € uma alternativa viavel. Exemplos
de tais abordagens sdo a Amostragem por Distancia Indireta (Buckland et al., 2015) e
o Faecal Standing Crop (FSC) (Eberhardt e Etten, 1956). Todavia, ambos os métodos
exigem gue sejam estimados alguns parametros, por exemplo a taxa de defecacéao
diaria da espécie focal e o tempo de persisténcia/ detectabilidade das amostras no
campo. Estimativas confidveis desses parametros requerem o uso de métodos
estatisticos robustos para que possam de fato ser Uteis em fundamentar acbes de
manejo e conservagao.

Diante desse contexto, este trabalho teve dois objetivos centrais: 1) identificar
a espécie de veado do género Mazama que ocorre no Parque Estadual do Rio Doce,
Minas Gerais, através de andlises genéticas feitas com DNA fecal (capitulo dois); e 2)
aperfeicoar a abordagem analitica para estimativas de densidade populacional de

cervideos florestais a partir de amostragem fecal (capitulo trés).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Geénero Mazama Rafinesque, 1817

As espécies do género Mazama se enquadram no grupo dos “pequenos
cervideos florestais”, animais geralmente noturnos, solitarios, territorialistas,
sedentarios e que ocupam pequenas areas de vida (Barrette, 1987). O género é
composto por animais de pequeno e médio porte (15-40 kg de massa; 40-65 cm de
altura), pelagem em tons marrons avermelhados, com chifres em forma de espeto e
habitos muito evasivos (Merino e Rossi, 2010). Sdo espécies com alto grau de
semelhanca morfolégica (Figura 03) dada a selecdo convergente para habitarem
areas florestais. Portanto, andlise de dados morfolégicos sédo pouco informativas para
inferir as relacdes filogenéticas e compreender sua diversidade, sendo necessério a
implementacéo de ferramentas moleculares e sobretudo citogenéticas (Duarte et al.,
2008; Heckeberg, 2020).



Figura 03. Espécies do género Mazama que ocorrem no Brasil. A = Mazama
americana. B = Mazama rufa. C = Mazama jucunda. D = Mazama nana.
Escala em centimetros. Fonte: Nlcleo de Pesquisa e Conservacao de
Cervideos (NUPECCE).

Apesar dos grandes esforcos empregados nas ultimas décadas (Gonzalez e
Duarte, 2020), a compreenséo sobre a taxonomia do género Mazama ainda apresenta
muitos gargalos, que em sua maioria estéo relacionadas ao fato de esses animais
serem extremamente elusivos e ainda apresentam elevado grau de homoplasia nos
dados morfolégicos, ao passo que sao muito diferentes molecular e citogeneticamente
(Duarte et al., 2008). Nesse contexto, diversos estudos evidenciam a condicdo nao
monofilética do género (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017;
Zurano et al., 2019; Heckeberg, 2020).

Ademais, sao identificados também complexos de espécies cripticas, isto €,
duas ou mais espécies distintas que sdo erroneamente classificadas (e ocultadas) sob
o mesmo nome de espécie (Bickford et al., 2007). E o caso da espécie M. americana
(Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017), para a qual foram identificados diferentes

padrées cromossémicos, denominados citétipos (M. americana lato sensu), com



coeréncia geografica ao longo da distribuicdo da espécie no Brasil (Abril et al., 2010).

Posteriormente, Cifuentes-Rincon et al. (2020) indicaram um neoétipo para a espécie,

fixando assim o padrdo cromossdmico da espécie (M. americana stricto sensu).

Assim, varias espécies relacionadas ao género recentemente passaram por

rearranjos taxonémicos, por exemplo:

Validagao: M. temama, M. bororo e M. rufa foram reconhecidas como
espécies distintas, saindo da sinonimia do complexo M. americana
(Jorge e Benirschke, 1977; Duarte e Jorge, 2003; Peres et al., 2021a).
Sinonimizagdo: M. bororo Duarte 1996, inicialmente descrita como
nova espécie, foi posteriormente considerada sinbnimo junior de M.
jucunda (Mantellatto et al., 2022) e M. bricenii Thomas, 1908 foi
considerada sindnimo junior de M. rufina (Gutiérrez et al., 2015).
Mudanca de género: M. gouazoubira, M. nemorivaga e M. pandora
sairam do género Mazama, tornando-se, respectivamente, Subulo
gouazoubira (Bernegossi et al., 2023), Passalites nemorivagus (Morales-
Donoso et al., 2023) e Odocoileus pandora (Sandoval et al., 2023).

Dessa forma, o género Mazama abriga atualmente sete espécies, seis das

quais estdo na subtribo Odocoileina — M. americana, M. temama, M. rufa, M. rufina,

M. nana e M. jucunda — e uma esta na subtribo Blastocerina, M. chunyi, que deve ter

sua nomenclatura revista, uma vez que o género Mazama ficara restrito as espécies

ligadas a sua espécie-tipo, M. americana (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008;

Hassanin et al., 2012; Gutiérrez et al., 2017). Por fim, a medida que mais estudos

sejam feitos, a perspectiva é que novas espécies sejam descritas ou revalidadas na

regido Neotropical (Peres et al., 2021a).



2.2 Veado-mateiro-pequeno (Mazama jucunda Thomas, 1913)

Espécie endémica da Mata Atlantica, M. jucunda (Figura 03, C e Figura 04) é
um cervideo florestal de porte médio, com aproximadamente 25 kg de peso e 50 cm
de altura. Sua coloracdo geral é avermelhada com tons cinza no pescoco,
apresentando tonalidades mais claras nas laterais e mais escuras na regido dorsal.
Apresenta regides brancas na base da orelha e na maior parte ventral do corpo, e
cores enegrecidas no calcaneo (Duarte, 1996). As medidas corporais sao
intermediarias entre duas espécies mais correlacionais no género, M. nana e M.

americana (Duarte e Jorge, 2003).

&-
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Figura 04. Individuo de vida livre (esquerda) e de cativeiro (direita) da espécie

Mazama jucunda. Fonte: Francisco Grota-Neto (esquerda) e Jeferson
Lucas Sousa Freitas (direita).

O padrdo cromossdmico da espécie (Figura 05), com numero diploide de
cromossomos (2n) = 32-34 e numero fundamental (NF) = 46, € hoje sua caracteristica
diagnostica em relacdo as demais espécies de Mazama, tendo sido a base para sua
validacdo como espécie e representando o principal critério para sua correta
identificagdo (Duarte e Jorge, 2003). Desconsiderando 0s cromossomos sexuais, 0
caritipo da espécie é composto de cinco grupos: Grupo A (grandes
submetacéntricos) = 8 a 10 cromossomos, Grupo B (supranumerarios) = 4 a 6
cromossomos, Grupo C (pequenos submetacéntricos) = 2 cromossomos e Grupo D
(grandes acrocéntricos) = 4 cromossomos e Grupo E (pequenos acrocéntricos) = 14

a 18 cromossomos (Duarte e Jorge, 2003).
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Figura 05. Cariotipo da espécie Mazama jucunda, apresentando 2n = 34 e NF=46.
Fonte: José Mauricio Barbanti Duarte.

Ha poucas evidéncias sobre a distribuicdo historica da espécie. Rossi (2000),
ao analisar peles e cranios de Mazama depositados em museus, descobriu uma
populacdo de M. americana parcialmente diferenciada, proveniente da mesma regiao
dos animais que foram usados na descricdo de M. bororo [=M. jucunda] (Duarte e
Jorge, 2003). Apesar de nao ser possivel afirmar com certeza que 0s animais
analisadas por Rossi (2000) correspondem a M. jucunda, a populacdo analisada por
esse autor representa, até entdo, uma das evidéncias mais razoaveis da distribuicao
histérica de M. jucunda. Assim, é levantada a hipotese de que essa espécie
historicamente teria ocupado o complexo de montanhas que compdem a ecorregido
de florestas costeiras da Serra do Mar, no Sudeste e Sul do Brasil (Vogliotti e Duarte,
2010).

A primeira proposta de distribuicdo recente da espécie foi baseada nas
localidades dos animais de cativeiro usadas na sua descricdo. Esses animais eram
originérios das cidade Capao Bonito e Barra do Turvo no estado de Sao Paulo, e Sdo

José dos Pinhais e Paranagua no Parana. A distribuicdo geografica proposta seria
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limitada a regido entre o Sul do estado de S&o Paulo e leste do Parana (Duarte, 1996;
Duarte e Jorge, 2003).

Para determinar a distribuicdo geogréfica de M. jucunda de modo mais preciso,
um trabalho recente realizou uma ampla amostragem genética ndo invasiva utilizando
cédes farejadores para encontrar amostras fecais de cervideos (Duarte et al., 2017).
Foram amostradas 46 Unidades de Conservagdo dentro da potencial area de
ocorréncia da espécie e 555 amostras fecais foram coletadas. Usando um protocolo
de PCR-RFLP (Gonzalez et al., 2009; Souza et al., 2013) ou sequenciamento de um
fragmento de DNA mitocondrial, 497 amostras foram identificadas em nivel de
espécie, sendo 116 de M. jucunda (Duarte et al., 2017).

A partir dos pontos de ocorréncia, 0s autores propuseram uma area de
ocorréncia que engloba a Serra do Mar e Serra de Paranapiacaba, na porcao leste
dos estados Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, regido de Mata Atlantica com
fitofisionomia de Floresta Ombréfila Densa (Figura 07). Isso resulta em uma
distribuicdo geografica de 41.714 km?, sendo a melhor estimativa disponivel na
literatura da distribuicdo atual da espécie (Duarte et al., 2017).

Outro trabalho recente realizou uma extensa compilacdo de ocorréncias entre
2000 e 2020 de algumas espécies de cervideos florestais brasileiras, incluindo M.
jucunda, representando o conjunto de dados mais abrangente de cervideos florestais
neotropicais até entdo (Oliveira et al., 2022). As ocorréncias incluiram identificagbes
confiaveis por imagens e também por DNA fecal, adicionando registros ausentes em
Duarte et al. (2017). Entretanto, no caso de M. jucunda, todos 0s novos registros estao
dentro dos limites da distribuicdo geogréfica proposta por Duarte et al. (2017). Nesse
estudo foram verificadas 350 ocorréncias de M. jucunda, cujas localidades estdo
discriminadas na Tabela O1.
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Figura 06. Modelo de distribuicdo de espécies para Mazama jucunda, com extensao
de ocorréncia, distribuicdo geogréafica da IUCN, distribuicdo geografica
proposta e locais de ocorréncia das espécies de Mazama, numerados
como na Tabela 1 de Duarte et al. (2017). Um circulo com duas cores indica
que duas espécies foram encontradas no mesmo local de amostragem.
Figura publicada por Duarte et al. (2017).

Tabela 01. Localidades com ocorréncia de Mazama jucunda de 2000 e 2020, segundo
levantamento feito por Oliveira et al. (2022). APA = Area de Protec&o
Ambiental, PE = Parque Estadual, PN = Par que Nacional, RB =
Reserva Biolégica, RPPN = Reserva Particular do Patriménio Natural.

Método da identificacao e

Unidade de Conservac&o ou Cidade Estado ano da ocorréncia
DNA fecal* Foto
APA Guaratuba PR 2019 -
PE das Lauraceas PR 2019 2019
PE de Campinhos PR 2019 2019
PE Pau Oco PR 2019 -
PE Pico do Marumbi PR 2019 2019
PN Guaricana PR 2019 2018

PN Saint-Hilaire/Lange PR 2018 -
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RB Bom Jesus PR - 2019
RPPN Salto Morato PR 2019 2019
PE Serra do Tabuleiro SC 2012 -

PN Serra do Itajai SC 2012 -

PE Carlos Botelho SP 2011 2016, 2017
PE de Jacupiranga SP 2002 -

PE llha do Cardoso SP - 2005, 2019
PE Intervales SP 2002 2000
PE Turistico do Alto Ribeira SP - 2018, 2019
Pilar do Sul, Fazenda Joao XXIII SP 2002 -
RPPN Legado das Aguas SP - 2017, 2018
RPPN Parque do Zizo SP - 2019
RPPN Trapaga SP - 2018

*PCR-RFLP ou analise filogenética por Inferéncia Bayesiana com um e dois
fragmentos do gene mitocondrial Citocromo b, respectivamente (Oliveira et al., 2022).

Segundo a IUCN, M. jucunda é classificada como Vulneravel (Vogliotti et al.,
2016). Porém, na Ultima atualizacdo da lista brasileira de espécies em risco de
extincdo, realizada em 2022, ela deixou de ser classificada como ameacada (Brasil,
2022) devido, principalmente, a expansao da sua distribuicdo geografica (Duarte et
al.,, 2017) , e, consequentemente, do contingente populacional, em relacdo aquela
inicialmente proposta (Duarte, 1996; Duarte e Jorge, 2003). A Unica estimativa de
densidade disponivel na literatura para essa espécie foi obtida usando genotipagem
de amostras fecais e aplicando um método de captura e recaptura em um estudo feito
no Parque Estadual de Intervales, SP, entre 2002 e 2004, chegando a um valor médio
de 1,51 individuo/km? (Duarte et al., 2004).

2.3 Estimativas populacionais em cervideos florestais

Os cervideos sdo componentes ecologicos fundamentais de muitos
ecossistemas (Linnell et al., 2020). Enquanto populacdes de algumas espécies estao
em declinio, outras séo consideradas superabundantes (Valente et al., 2020). Dados
de densidade sdo parametros-chave em quatro dos cinco critérios da IUCN usados
para avaliar se uma espécie se enquadra em uma categoria de ameaca (IUCN, 2012).
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Portanto, estimativas confiaveis de densidade populacional sdo cruciais para embasar
a gestao da biodiversidade (Williams et al., 2002).

Estimativas populacionais de espécies elusivas, como pequenos cervideos
neotropicais, sao dificeis de obter porque os métodos mais comuns, baseados em
observagdo direta, aérea ou terrestre, ndo se mostraram eficazes (Fragoso et al.,
2016). As espécies do género Mazama — que inclui a maioria das espécies florestais
neotropicais —, por exemplo, sdo geralmente noturnas, solitarias e restritas ou
associadas a ambientes florestais, frequentemente de dificil acesso (Barrette, 1987).

Armadilhas fotograficas, embora sejam uma das metodologias alternativas
mais comuns para o estudo de espécies elusivas, fornecem informacgdes limitadas
nesse caso, uma vez que as espécies de Mazama sdo morfologicamente muito
semelhantes e identificacdes incorretas sao comuns (Peres et al., 2021b). A coleta de
amostras fecais € um método alternativo que permite a analise de DNA e fornece
diferentes informacdes, como a espécie e o individuo ao qual as amostras pertencem
(Mantellatto et al., 2017). Porém, uma vez que a identificacdo em nivel de individuo
ainda é um método caro e que precisa de aperfeicoamento para ungulados de
florestas neotropicais (Oliveira e Duarte, 2013), uma op¢ao economicamente mais
viavel € a contagem pilhas fecais em uma area previamente determinada de
ocorréncia da espécie (Neff, 1968), seguido da identificagdo das amostras fecais em
nivel de espécie (Duarte et al., 2017; Oliveira et al., 2019).

O meétodo Faecal Standing Crop (FSC) (Eberhardt e Etten, 1956) é
frequentemente usado para estimar a densidade populacional e tem sido aplicado em
estudos populacionais de diversas espécies (Ahrestani et al., 2018). Uma vez que o
uso de cées farejadores aumenta consideravelmente a eficicia da coleta (Smith et al.,
2001), um estudo recente prop6s a incorporacdo de parametros especificos
relacionados a deteccdo de amostras por cées farejadores (Silva et al., 2020). A

férmula geral do método FSC é:



15

Onde D = densidade, N = numero amostras fecais, W = largura da faixa
amostral, L = comprimento da faixa amostral, R = taxa média de defecacéao diaria por
animal da espécie, T = tempo médio de persisténcia/ detectabilidade da amostral fecal
em campo.

Embora o método FSC seja promissor, existem algumas limitacdes
relacionadas a estimativa dos parametros usados na formula, que exigem um
tratamento estatistico minucioso. Idealmente, todos os parametros usados devem ser
0 mais especificos possivel para a espécie em estudo, o local e estagdo do ano em
gue a amostragem foi feita (Laing et al., 2003). No entanto, isso nem sempre € viavel
devido a restricbes financeiras e logisticas ou limitacdes inerentes a ecologia da
espécie. A taxa de defecacdo (R), as vezes estimada apenas em individuos em
cativeiro (Rivero et al., 2004), e o tempo médio de persisténcia/ detectabilidade das
fezes (T), por exemplo, geralmente sdo obtidos a partir da literatura (Silva et al., 2020),
em vez de serem estimados a partir de dados empiricos adquiridos localmente
(Marques et al., 2001).

Uma outra abordagem possivel, também baseada na contagem de pilhas
fecais, € a Amostragem por Distancia Indireta (Buckland et al., 2015). Nesse caso,
sao registradas as distancias perpendiculares de cada amostra fecal coletada em
relacdo ao respectivo transecto, e uma funcédo de detecgdo € implementada (Figura
07), permitindo estimar a densidade de fezes. Em seguida, a densidade fecal é
convertida na densidade de animais levando em consideracéo a taxa de defecacao e
o tempo de persisténcia/ detectabilidade da amostra (Laing et al., 2003; Buckland et
al., 2015). De qualquer forma, ainda € necessario estimar alguns parametros para
obter uma estimativa final de densidade, portanto, ha incerteza em torno dela,

requerendo, tal qual o método FSC, tratamento estatistico minucioso.
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Figura 07. Exemplo hipotético de uma funcéo de deteccao implementada com dados
de transecto linear pelo método de amostragem de distancia. Figura
adaptada de Miller et al. (2019).
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CAPITULO 2 - Descoberta de uma populagdo do veado-mateiro-pequeno
(Mazama jucunda) geneticamente estruturada: unidade evolutiva

significativa ou nova espécie?

RESUMO

A compreensdo sobre a distribuicdo geogréafica dos veados do género Mazama
apresenta grandes lacunas devido aos habitos elusivos e grande semelhanca
morfolégica entre as espécies. Recentemente foi descoberta uma populacdo de
Mazama sp. no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Minas Gerais, entretanto nao
foi possivel realizar sua identificacdo ao nivel de espécie. Este trabalho objetivou
identificar a espécie que ocorre no PERD por meio de analises genéticas usando DNA
fecal. Amostras de animais de referéncia e amostras fecais coletadas no PERD e ao
longo da Mata Atlantica foram sequenciadas para seis fragmentos de regiées do DNA
mitocondrial, gerando uma matriz de 1450 pares de base (pb). Foram realizadas
andlises filogenéticas por Inferéncia Bayesiana e implementados métodos
coalescentes de delimitacdo molecular de espécies (GMYC e bPTP) para identificar
unidades taxondémicas operacionais moleculares (MOTUSs). Ainda, foi construida uma
rede de hapldtipos e gerada uma matriz de distancia genética. As amostras do PERD
e de M. jucunda foram recuperadas no mesmo clado na hipétese filogenética, porém
de modo reciprocamente monofilético, correspondendo a duas MOTUs exclusivas. O
PERD possui haplotipos exclusivos e sua distancia genética para M. jucunda
equipara-se aquela entre M. jucunda e M. nana. Neste trabalho nés reportamos uma
nova populacdo de M. jucunda, representando uma Unidade Evolutiva Significativa na
espécie. Entretanto, a estruturacéo genética observada e o contexto de isolamento do
PERD evidenciam a possibilidade de serem espécies distintas. O presente estudo
configura um importante avanco no conhecimento da distribuicdo geografica das
espécies de cervideos florestais neotropicais, especialmente referente & M. jucunda,

com implicacdes diretas e de curto prazo para sua conservacao.

Palavras-chave: DNA fecal, mtDNA, estruturagdo genética.



23

1 INTRODUGAO

Os cervideos neotropicais (subfamilia Capreolinae, tribo Odocoileini) estao
divididos em duas subtribos, Odocoileina e Blastocerina (Heckeberg et al., 2016). As
espécies florestais brasileiras estdo alocadas em trés géneros, Subulo, Passalites e
Mazama. Os dois primeiros sdo da subtribo Blastocerina; j4& Mazama possui
representantes nas duas subtribos, sendo classificado como um taxon nao-
monofilético (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017; Zurano et
al., 2019; Heckeberg, 2020; Bernegossi et al., 2023; Morales-Donoso et al., 2023).

O género Mazama historicamente apresenta muitos gargalos taxonémicos
(Gonzélez e Duarte, 2020) relacionados, em grande parte, ao fato de esses animais
serem extremamente elusivos e ainda apresentam elevado grau de homoplasia nos
caracteres morfolégicos, ao passo que sado muito diferentes molecular e
citogeneticamente (Duarte et al., 2008). Por exemplo, sédo identificados complexos de
especies cripticas, isto €, duas ou mais espécies distintas que sdo erroneamente
classificadas (e ocultadas) sob o mesmo nome de espécie (Bickford et al., 2007). E o
caso da espécie M. americana (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017), para a qual
foram identificados diferentes padrées cromossdémicos, denominados citétipos (M.
americana lato sensu), com coeréncia geografica ao longo da distribuicao da espécie
no Brasil (Abril et al., 2010a). Recentemente, Cifuentes-Rincdn et al. (2020) indicaram
um nedtipo para a espécie, fixando assim o padrao cromossdmico da espécie (M.
americana stricto sensu). A diversidade cariotipica encontrada no complexo M.
americana € tamanha ao ponto de atuar como mecanismo de isolamento reprodutivo
entre os distintos cit6tipos, em menor ou maior grau, podendo levar a especiagéo (Abril
et al., 2010a; Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017; Galindo et al., 2021). Além da
problematica taxondmica, informagdes sobre a distribuicdo geografica dessas
espécies ainda sdo escassas; somente para M. jucunda e M. nana ja foram realizados
estudos com o objetivo de modelar suas areas de ocorréncia (Duarte et al., 2017;
Oliveira et al., 2019). A descoberta recente da espécie amazbdnica P. nemorivagus na
Mata Atlantica do Espirito Santo e Bahia demonstra como os dados ainda sao

incipientes (Oliveira et al., 2020).
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Uma lacuna importante dentro do contexto do hotspot da Mata Atlantica (Myers
et al., 2000) é a identificacao da espécie que ocorre no Parque Estadual do Rio Doce
(PERD), uma das maiores areas continuas do bioma na regiéo central (Ribeiro et al.,
2009). Usando DNA fecal, Oliveira et al. (2020) realizaram uma andlise filogenética
com fragmentos do gene mitocondrial Citocromo-b e demonstraram que essa
populagao pertence ao género Mazama, podendo ser, em tese, qualquer espécie do
género que ocorre no Brasil. Assim, nao foi capaz de realizar a identificagédo em nivel
de espécie porque o marcador mitocondrial utilizado ndo foi suficientemente
informativo, sendo necessario adicionar regides mais polimorficas (Peres et al.,
2021a). Além disso, mesmo tendo acesso, posteriormente, a imagens do animal que
ocorre na area (Figura 01), ndo foi possivel realizar a identificagdo devido a alta
semelhanga morfoldgica (Peres et al., 2021b).

Figura 01. Individuos do Parque Estadual do Rio Doce (A) e espécies do género
Mazama com porte e morfologia semelhantes (B = Mazama americana, C
= Mazama rufa e D = Mazama jucunda). Escala em centimetros. Fonte:
Instituto de Conservagdo de Animais Silvestres (ICAS; imagens em A) e
Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE; imagens em
B, CeD).

Considerando informagdes existente sobre a distribuicdo geografica dos

veados da Mata Atlantica (Oliveira et al., 2022), a hipotese mais plausivel é de que a
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espécie que ocorre no PERD seja M. jucunda. Vale ressaltar que essa espécie é
classificada como Vulneravel pela Uniao Internacional para Conservacao da Natureza
(IUCN; Vogliotti et al., 2016). Assim, a confirmacgao da presenca de M. jucunda nessa
area seria extremamente relevante pois a inclusdo de uma nova populagéo teria um
impacto positivo na avaliacdo de risco de extingdo da espécie, especialmente no
critério C, referente a tamanho populacional pequeno e declinio (IUCN, 2012), sob o
qual essa espécie foi enquadrada (Vogliotti et al., 2016).

Além disso, esse seria o primeiro registro de M. jucunda para o Estado de Minas
Gerais. Considerando a localizagdo do PERD, disjunta e distante da atual area de
distribuicdo da espécie (Duarte et al., 2017), essa populagédo potencialmente pode
representar uma Unidade Evolutiva Significativa (ESU; Evolutionary Significant Unit).
Isso implicaria na existéncia de haplotipos exclusivos no PERD e demandaria em
acdes de manejo e conservagao personalizadas para essa area.

Habitats florestais, frequentemente densos e de dificil acesso, e o
comportamento elusivo dessas espécies torna muito onerosa a captura de individuos
para obtencdo de dados morfolégicos e células vivas para realizar analises
citogenéticas, que sdo muito informativas na resolugédo taxonédmica do grupo
(Cifuentes-Rincon et al., 2020; Peres et al., 2021a; Bernegossi et al., 2023; Sandoval
et al., 2022; Morales-Donoso et al., 2023). Nesse sentido, destacam-se os métodos
de amostragem néo invasiva.

Armadilhas fotograficas podem auxiliar na identificacdo das espécies
registradas e fornecer dados ecoldgicos (Grotta-Neto et al., 2020). A identificacéo de
veados florestais por esse método, todavia, € limitada devido a extrema semelhanca,
e padréo de coloragao muito parecidos, como € o caso das especies M. americana,
M. rufa e M. jucunda (Figura 01; Peres et al., 2021b). Outra metodologia amplamente
utilizada é a amostragem fecal seguida da identificagdo em nivel de espécie por meio
métodos genéticos usando DNA mitocondrial (Oliveira et al., 2022). Essa metodologia
também permite a realizagao de estimativas de densidade populacional e distribuigao
geografica (Duarte et al., 2017; Oliveira et al., 2019, Silva et al., 2020).

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo identificar a espécie

de Cervidae que ocorre no Parque Estadual do Rio Doce, Minas Gerais, através de
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analises genéticas feitas com DNA fecal e perante uma amostragem representativa

das espécies potenciais.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Area de estudo

O Parque Estadual do Rio Doce (PERD) foi criado em julho de 1944 sob o
Decreto Lei 1.119, 14/07/1944 e Decreto 5.831 de 06/07/1960, sendo a primeira
Unidade de Conservacao de Minas Gerais. O PERD é gerido pelo Instituto Estadual
de Florestas (IEF) e esta localizado na regido do Vale do Rio Doce, leste mineiro
(Figura 02), possuindo uma area de 35.976 ha. E o terceiro maior complexo lacustre
do Brasil e a principal &rea continua de Mata Atlantica de Minas Gerais. O Parque esta
presente nos municipios Marliéria, Timoteo e Dionisio, e a zona de amortecimento
abrange areas do municipios Bom Jesus do Galho, Jaguaracu, Caratinga, Raul
Soares, Pingo D’agua e Corrego Novo (IEF, 2023).

Ha duas bacias hidrogréaficas associadas ao PERD, o Rio Doce ao leste,
coincidindo, em parte, com o limite do Parque, e o Rio Piracicaba ao norte. Destaca-
se a presenca de cerca de 42 lagoas naturais, que ocupam 6% da area. O PERD se
enquadra na unidade geomorfolégica “Depressao Interplanaltica do Rio Doce”,
caracterizada por presenca de colinas, também denominada mares de morro, com
altitudes variando de 150 a 500 metros. O regime pluviométrico consiste em duas
estacoes bem definidas, uma chuvosa de outubro a marco e uma seca, de abril a
setembro. O clima pode ser classificado como tropical, quente e semiumido, com
temperaturas médias entre 21 °C e 22 °C e pluviosidade média anual, variando entre
1.250 e 1.500 mm (IEF, 2023).

A tipologia vegetal predominante na area é a Floresta Estacional Semidecidual
Submontana. A fauna do PERD apresenta alta diversidade de espécies, muitas
ameacadas de extingdo, algumas das quais sédo endémicas da Mata Atlantica, por
exemplo muriqui-do norte (Brachyteles hypoxanthus), bugio-ruivo (Alouatta guariba),
sagui-da-serra-escuro (Callithrix aurita), tatu-canastra (Priodontes maximus), anta

(Tapirus terrestris), onca-pintada (Panthera onca) e lontra (Lontra longicaudis) (IEF,
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2023). Apesar de o Plano de Manejo do parque (IEF, 2023) indicar a presenca de
apenas uma espécie de veado, o veado-mateiro (Mazama americana), ha ainda
indicios da presenca de outro veado florestal, o veado-catingueiro (Subulo
gouazoubira), cuja presenca dentro da unidade ou apenas nos arredores precisa ser

confirmada.
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Figura 02. Mapa de localizagc&o do Parque Estadual do Rio Doce. Fonte: IEF (2023).

2.2 Amostras fecais

Amostras fecais foram coletadas no PERD para obtencdo de material genético
e para estimar a densidade populacional (tema do capitulo 3). Toda a coleta de dados
teve anuéncia dos 6rgados ambientais competentes conforme autoriza¢gées IEF-MG n°
015/2021 e SISBIO n° 77907.

A equipe de coleta foi composta por dois profissionais e um cao farejador

especialmente treinado para encontrar fezes de cervideos. Uma pessoa era
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responsavel pela conducédo do céo e outra pela navegacédo no receptor de GPS. As
buscas ocorreram em transectos ao longo de toda extensdo do parque, onde o cao
buscava por amostras livremente, sem guia, movimentando-se num raio maximo de
20 metros ao redor do condutor. Foram feitas 20 transec¢des de aproximadamente 1
km cada. O céo utilizado é acostumado com a presenca da fauna nativa e passou por
um rigoroso controle sanitario para evitar a transmissao de enfermidades.

Cada amostra coletada foi georreferenciada e identificada com a sigla PERDJ
mais numeragao crescente a partir do numero um, por exemplo PERDJ1, PERDJ2,
PERDJ3 e assim por diante. As amostras foram colhidas sem contato direto com a
mao e armazenadas em tubos plasticos de 50 mL contendo etanol absoluto (Figura
03).

Também foram usadas neste trabalho amostras coletadas anteriormente,
depositadas no banco fecal do Nucleo de Pesquisa e Conservagdo de Cervideos
(NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Jaboticabal. Algumas dessas amostras sao
do PERD (Oliveira et al., 2020) e as restantes sdo de outras areas protegidas nos
estados de S&o Paulo, Parana e Santa Catarina (Oliveira, 2015; Grotta-Neto, 2020).
Com excecdo das amostras do PERD, as demais ja foram identificadas como M.
jucunda e sua inclusdo na matriz de dados teve como objetivo aumentar a
representatividade genética dessa espécie. Dentre todas as amostras disponiveis,
foram selecionadas 11 para compor a matriz final de dados. No caso do PERD, foram
selecionadas amostras espacialmente dispersas ao longo do parque e com relacdo

as demais areas, foi selecionada uma amostra por localidade.
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Figura 03. (A) Cadela de faro usada para encontrar amostras fecais de veados (Nicks,
sem raca definida). (B) Deslocamento na area de estudo para acessar 0s
locais de amostragem. (C) pilha fecal veado encontrada em campo.

2.3 Amostras de animais de referéncia

A matriz final de dados contou também com amostras de referéncia de espécies
do género Mazama. As amostras se limitaram a esse género pois é o taxon dentro
do qual a populacdo do PERD esta inserida. Foram incluidos individuos cuja
identificacdo especifica € precisa e confidvel, uma vez que tais animais passaram por
avaliacdo morfoldgica e citogenética. Todos esses espécimes compdem o banco de
animais, amostras e sequéncias sob gestdo do Nucleo de Pesquisa e Conservacao
de Cervideos (NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Jaboticabal

Foram selecionadas 36 amostras abrangendo as espécies M. americana

(stricto sensu), M. jucunda, M. nana, M. rufa e M. temama. Além dessas, também
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foram inseridos individuos de M. americana (lato sensu), incluindo os citétipos Acre,
Carajas, Juina e Rondonia.

Com excecdo de trés animais para 0s quais foi necessario realizar o
sequenciamento Sanger de dois fragmentos de genes mitocondriais, todos os demais
possuem mitogenoma completo sequenciado referente a trabalhos em andamentos
no NUPECCE. A recuperacdo desses mitogenomas seguiu 0S mesmos
procedimentos descritos em (Bernegossi et al.,, 2023). Dessa forma, para essas
amostras, os fragmentos dos genes mitocondriais de interesse deste estudo foram
recuperados a partir do mitogenoma.

Por fim, foram adicionadas ainda cinco amostras de referéncia obtidas no
GenBank, uma amostra de M. americana (stricto sensu), uma de M. temama e trés de
outras espécies da familia Cervidae, Alces alces, Capreolus pygargus e Rangifer
tarandus, totalizando 41 animais (Tabela 02), que somados as amostras fecais
(Tabela 01) resultaram em uma matriz final com 52 amostras. A Figura 04 apresenta
a localizacdo das amostras do PERD e demais amostras identificadas como M.
jucunda, incluindo amostras fecais e de referéncia, proveniente de localidades em Sao

Paulo, Parana e Santa Catarina (Figura 04).
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Tabela 01. Amostras e sequéncias utilizadas na matriz de dados fecal para andlise filogenética. PE = Parque Estadual, PN =
Parque Nacional, RPPN = Reserva Particular do Patriménio Natural, UF = Unidade da Federacao, pb = pares de
base. A coleta é identificada como proveniente do banco fecal do NUPECCE ("Banco”) ou feita neste trabalho
(“Atual”). A origem das sequencias ¢ identificada como produzidas neste trabalho (“Atual”), pelos trabalhos de origem
ou pelo nimero de acesso no GenBank.

Origem das sequéncias

Sigla Local Espécie Coleta UF

CYTB! CYTB? ND5? ND52 ND2 COl
PERD2 PE Rio Doce - Banco MG MT008200 MT008228 Atual Atual Atual Atual
PERD4 PE Rio Doce - Banco MG MT008201 MT008229 Atual Atual Atual Atual
PERD7 PE Rio Doce - Banco MG MT008203 MT008231 Atual Atual Atual Atual
PERDJ12 PE Rio Doce - Atual MG Atual Atual Atual Atual Atual Atual

PERDJ17 PE Rio Doce - Atual MG Atual Atual Atual Atual Atual -
PECB1 PE Carlos Botelho M. jucunda Banco SP Atual Atual Atual Atual Atual Atual
PEL34 PE Lauréaceas M. jucunda Banco PR Grotta-Neto, 2020 Grotta-Neto, 2020 Atual Atual Atual Atual
PEST3 PE Serra do Tabuleiro M. jucunda Banco SC Atual Atual Atual Atual Atual Atual
PNG2 PN Guaricana M. jucunda Banco PR Atual Atual Atual Atual Atual Atual
PNSI4 PN Serra do ltajai M. jucunda Banco SC Oliveira, 2015 Atual Atual Atual Atual Atual
SM20 RPPN Salto Morato M. jucunda Banco PR Atual Atual Atual Atual Atual Atual

CYTB!= 224 pb; CYTB?= 306 pb; ND5'= 305 pb; ND52= 249 pb; ND2 = 463 pb; COI = 149 pb.

Tabela 02. Espécimes e sequéncias utilizados na matriz de dados de referéncia para analise filogenética. PE = Parque
Estadual, pb = pares de base. A matriz € identificada como grupo interno (“Ingroup”) ou externo (“Outgroup”). A
origem das sequencias € identificada como produzidas neste trabalho (“Atual”), provenientes do banco de
sequéncias do NUPECCE (“NUPECCE") ou pelo numero de acesso no GenBank.

Espécie Voucher Citotipo Local Matriz Origem das sequéncias

NUPECCE CYTB! CYTB2 ND5! ND5? ND2 col
M. americana T358 - F?a“rii‘gga Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T424 - Brasi, RR  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana - - F?a”riigga Ingroup JN632656 JN632656 JIN632656 JN632656 JIN632656 JING32656
M. americana T327 Acre Brasi, AC  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
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Voucher

Origem das sequéncias

Espécie Citoétipo Local Matri
pect NUPECCE —'OUP > TcyTet CYTB2 ND5* ND5? ND2 col
M. americana T328 Acre Brasil, AC  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T329 Acre Brasil, AC  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T039  Carajas Pi:gi'geigs Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T274  Carajas IBr;%Se"ra ':fé Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T297  Carajas B,{Aa;';b? Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T311 Carajas Bl{ﬂa;r'gbZA Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T248 Juina Br?ﬁlilﬁaMT Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T251 Juina Brj‘z'l,'r’]g’” Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T253 Juina Br?ﬁlilr,laMT Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T021  Rondonia ABrrizi'grSei Ingroup DQ789216 DQ789216 MZ488895 MZz488895  Atual Atual
M. americana T211  Rondbdnia ABrrizsdgrﬁec; Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T269  Rondénia Brgz'r'i’tiso Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. americana T342  Ronddnia PBorft‘s"\'/gﬁo Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. jucunda T064 - Brasil, PR Ingroup DQ789228 DQ789228 MZ488898 MZ488898 Atual Atual
M. jucunda TO71 - Brasil, PR\ oup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
Barra do Turvo
M. jucunda T215 - Pgﬁfg’rvifes Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. jucunda T373 : Brasil, PR | oroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
Bocauva do Sul
M. jucunda T401 - Brasil, SC | roup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
Campo Alegre
M. nana T002 - Paraguai Ingroup DQ789214 DQ789214 MZ488902 MZzZ488902 Atual Atual
M. nana T089 - Brasil, RS  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
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Voucher

Origem das sequéncias

Espécie Citoétipo Local Matriz
P NUPECCE P CYTB! CYTB? ND5! ND52 ND2 col
Santa Maria
M. nana T098 - Eg"’r‘igrﬁ; Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. nana T107 - Paraguai  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. nana T185 - Eggj"AZPu'T Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. nana 7353 i B;?g:;gF;R Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. nana T443 - g;isc"c:)rﬁ; Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. nana T452 - Br"’l‘rs;';]isc Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. rufa MTO04 - Brasil, MT  Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. rufa T255 - Bﬁg‘goﬁso Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. rufa T268 : Brasi, PR\ oup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
Foz do Iguacu
M. rufa T385 - Brasil, PR | oroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
Foz do Iguacu
M. temama T366 - México Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. temama T362 - México Ingroup  NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. temama T363 - México Ingroup NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE NUPECCE
M. temama - - Coldmbia Ingroup JN632673 JIN632673 JIN632673 JIN632673 JIN632673 JIN632673
Alces alces - - - Outgroup MF784602 MF784602 MF784602 MF784602 MF784602 MF784602
Capreolus pygargus - - - Outgroup NC025271 NC025271 NCO025271 NCO025271 NC025271 NC025271
Rangifer tarandus - - - Outgroup KM506758 KM506758 KM506758 KM506758 KM506758 KM506758

CYTB!= 224 pb; CYTB2= 306 pb: ND5'= 305 pb; ND5%= 249 pb; ND2 = 463 pb; COI = 149 pb.



34

Figura 04. Amostras do Parque Estadual do Rio Doce (pontos amarelos) e de
Mazama jucunda (Azul = SP; Vermelho = PR; Verde = SC) usadas neste
trabalho. Circulos representam amostras fecais e quadrados, amostras de
referéncia.

2.4 Extragao, amplificacao e sequenciamento das amostras

A extragdo de DNA fecal foi realizada com protocolo ndo comercial baseado
em silica adaptado de Boom et al. (1990) e Hoss e Paabo (1993). Os procedimentos
laboratoriais contaram com o uso de controle branco em todas as etapas de extracao
e amplificac@o para deteccdo de contaminagdes e todos 0S processos ocorreram em
laboratério exclusivo para amostras de DNA fecal. Ndo foi necessério realizar a
extracao de DNA das trés amostras de referéncia para as quais foi necessario realizar
0 sequenciamento neste trabalho (Tabela 02) pois ja havia material extraido no banco
de amostras do NUPECCE, proveniente de trabalhos anteriores (Peres, 2020). As
etapas de amplificacdo e sequenciamento seguiram 0s mesmos protocolos aplicados

para as amostras fecais.
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Inicialmente, antes de prosseguir para a etapa de amplificacdo dos fragmentos
de genes mitocondriais para sequenciamento, todas as amostras do PERD coletadas
neste trabalho foram triadas para excluir amostras pertencentes a espécie S.
gouazoubira (subtribo Blastocerina). Para isso foi realizado um protocolo de PCR-
RFLP baseado na amplificacdo de um fragmento de 224 pb do gene mitocondrial
Citocromo b (CYTB), seguido de digestdo enzimatica com a enzima de restricdo SSPI
(Gonzélez et al., 2009). Esse protocolo € capaz de discriminar amostras de S.
gouazoubira das demais espécies de género Mazama (subtribo Odocoileina). Essa
etapa foi necessaria considerando que ndo é estatisticamente seguro identificar as
espécies de cervideos brasileiros pela morfometria das fezes (Costa et al., 2017).

Conforme citado anteriormente, foram selecionadas 11 amostras fecais para
compor a matriz de dados fecal, uma de S&o Paulo, trés do Parana, duas de Santa
Catarina e cinco do PERD (Tabela 01). No caso do PERD, foram selecionadas
amostras espacialmente dispersas ao longo do parque, de modo que a menor
distancia entre um par de amostras foi de aproximadamente 4,5 km. Com base em
estudos de area de vida para o veados florestais (Vogliotti, 2003; Grotta-Neto et al.,
2020; Peres et al., 2023), 1 km de distancia ja seria suficiente para garantir amostras
independentes. Assim, estamos assumindo a premissa de que todas as amostras do
PERD incluidas na matriz sédo de animais diferentes. Com relacdo as demais areas,
foi selecionada uma amostra por localidade, assim aumentando a representatividade
genética dessa espécie na matriz final de dados.

A amplificacdo do DNA fecal foi feita por PCR utilizando oligonucleotideos
iniciadores (primers) desenhados para amplificar fragmentos dos genes mitocondriais
Citocromo b (CYTB), NADH desidrogenase subunidade 5 e subunidade 2 (ND5 e
ND2) e Citocromo c oxidase subunidade 1 (COI). Considerando que o material
genético contido em amostras fecais é mais degradado em comparagcdo a outras
matrizes biolégicas como sangue ou tecido (Beja-Pereira et al., 2009), foram
amplificados apenas pequenos fragmentos. Com excec¢do de um produto de PCR de
463 pb, todos os demais ndo passaram de 306 pb (Tabela 03).
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Tabela 03. Caracteristicas dos primers utilizados para amplificar DNA mitocondrial
das amostras fecais. pb= pares de base.

Regido = Tamanho Identificacdo Iniciador (5’ — 3’) Fonte
IDMAZ 224 L. CATCCGACACAATAACAGCA Gonzalez
Ve 224 po IDMAZ H TCCTACGAATGCTGTGGCTA et al., 2009
CytB 306 F CCATCAGACGCAGACAAA Leandro,

CYTB 306 pb CytB 306 R  GCGTTGTTTAGATGTGTGAAG  2019*

ND5a F Fec TCTCAAACTGACACTGACTTAC  Peres,

NS 305 pb ND5a R Fec  TGCATCTGTTCGTCCATATC 2020
ND5 249 pb ND5b F Fec CCAACCCTACCTAGCATTTCTC  Peres,
P ND5b R Fec ~ TACGACGTATTGGCGGTTTC 2020
b ND2A F CATACCCCGAAAATGTTGGT Ricoldi,
N2 a63p ND2A R GTACGGATATGGGTGCCAGT 2021
col 149 pb COI149F  GTGCTCCAGATATAGCATTTCC Gonzélez,

COlI 149 R GCTAGATTGCCAGCTAAAGGG 2023**
*Relatério Cientifico Final FAPESP processo 2017/26529-9; *Comunicagéo pessoal.

A reacao de PCR foi padronizada para um volume final de 30 pL (25 pL de mix
e 5 pL de DNA), contendo 1x de tampéo e 1,5 U de Taqg DNA polimerase (ambos
Platinum™, Thermo Fisher Scientific); 2 mM de MgClz; 0,6 mM de dNTP; 1,3 mg/ml
de BSA e 0,5 pM de cada primer. As reacfes foram realizadas em um termociclador
Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler em um protocolo touch down que totalizou
45 ciclos sob as seguintes condi¢des: um passo inicial de 94 °C por 2 min; seguido de
5 ciclos de 94°C-50 seg/ 58°C-50 seg/ 72°C-50 seg; 6 ciclos de 94°C-50 seg/ 57°C-
45 seg/ 72°C-50 seg; 8 ciclos de 94°C-50 seg/ 56°C-40 seg/ 72°C-50 seg; 13 ciclos
de 94°C-50 seg/ 55°C-35 seg/ 72°C-50 seg; 13 ciclos de 94°C-50 seg/ 54°C-30 seg/
72°C-50 seg e por fim uma extenséo a 72 ° C durante 10 min.

Na sequéncia, os fragmentos de interesse foram confirmados por meio da
visualizacdo do produto da PCR por eletroforese em gel de agarose a 2%. Os
fragmentos amplificados foram purificados através do kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) e enviados para sequenciamento.

Finalmente, os fragmentos amplificados foram sequenciados nos dois sentidos
pelo método Sanger em um sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems™) por meio do servi¢o prestado pelo Instituto de Biotecnologia (IBTEC)
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu. Para cada

amostra, os eletroferogramas das sequéncias forward e reverse foram revisados
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visualmente no programa BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999), as regides primers foram

removidas e, ao final, foi gerada a sequéncia consenso.

2.5 Caracterizagao da matriz de DNA

As sequéncias consenso de cada amostra, as sequéncias recortadas a partir
dos mitogenomas e as sequéncias obtidas no GenBank foram agrupadas por
fragmento e alinhadas no servidor on-line MAFT (Katoh et al.,
2019.https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Os alinhamentos foram revisados e
editados no programa BioEdit e em seguida foram concatenados no programa
Mesquite 2.75 (Maddison e Maddison, 2023), formando, assim, a matriz final de dados
com 1450 pb.

O polimorfismo da matriz foi analisado no programa MEGA 11 (Tamura et al.,
2021) pela da contabilizacéo dos sitios variaveis (sitios com mutacdo em pelo menos
uma amostra) e sitios parcimoniosamente informativos (PICs; sitios com mutacdes
em pelo menos duas amostras). Por fim, o modelo evolutivo foi estimado no programa
MrModelTest 2.4 (Nylander, 2004), sendo selecionado aquele com menor valor de AIC
dentre os 24 modelos testados. Foram estimados dois modelos, um para a matriz final
completa e outro também para a matriz final completa, porém sem grupo externo. Isso
foi necessério porgque a arvore filogenética usada como arquivo de entrada para uma
das analises de delimitacdo molecular de espécies requer a auséncia de grupo

externo.

2.6 Analise filogenética

A analise filogenética, com e sem grupo externo, foi realizada por Inferéncia
Bayesiana (IB) no pacote BEAST 1.10.4 (Suchard et al., 2018). O grupo interno
conteve espécies do género Mazama (amostras fecais e de referéncia), bem como as
amostras fecais coletadas no PERD. Ja o grupo externo foi composto por uma
sequéncia das espécies Rangifer tarandus (grupo mais externo dentro da tribo

Odocoileini), Alces alces (tribo Alceini) e Capreolus pygargus (tribo Capreolini).
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O modelo evolutivo estimado e os parametros de corrida da analise por IB foram
configurados por meio do programa BEAULi (pacote BEAST) para gerar o arquivo de
entrada da andlise, que foi implementada em trés corridas distintas no servidor on-line
CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010). A analise de MCMC (Monte Carlo
Markov Chains) contou com 50 milhdes de geracdes e teve a amostragem feita a cada
mil geracdes. Foram utilizados o modelo de relégio lognormal uncorrelated relaxed
clock, qgue ndo assume uma taxa de substituicdo constante, e 0 modelo de arvore de
especiacao através de Yule process, que assume uma taxa constante de especiacao
entre linhagens.

Os dados das trés corridas independentes (arquivos com extensdo “.log”),
assim como as arvores geradas (arquivos com extensao ”.trees”), foram combinados
no programa Log Combiner (pacote BEAST) aplicando um burn-in de 25%. A
convergéncia da andlise foi verificada no programa Tracer 1.7.2 (Rambaut et al.,
2018), sendo considerada satisfatéria quando apresentou valores a partir de 200 no
parametro ESS (Estimated Sample Size). Os valores de suporte dos clados —
probabilidade posterior (PP) — foram anotados no programa Tree Annotator (pacote
BEAST) e a arvore final foi visualizada e graficamente editada do programa FigTree
1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)

Além das duas arvores filogenéticas geradas BEAST, que séo ultramétricas,
também foi gerada uma arvore ndo-ultramétrica (com grupo externo), no programa
MrBayes (Ronquist et al., 2012) para ser utilizada em um dos métodos de delimitagédo
molecular de espécies. A analise também foi executada no servidor on-line CIPRES
Science Gateway, e 0s parametros de corrida e os critérios de avaliacdo do resultado

foram equivalentes aos descritos para o BEAST.

2.7 Delimitagao molecular de espécies

As analises de delimitacdo molecular de espécies para identificacdo das
MOTUs (molecular operational taxonomic units) foi realizada através de duas
abordagens, GMYC (General Mixed Yule Coalescent, Fujisawa e Barraclough, 2013)

e bPTP (implementacao bayesiana do Poisson Tree Process, Zhang et al., 2013).
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A andlise GMYC foi realizada usando o pacote ‘splits’ (Ezard et al., 2021) no
programaR 4.2.2 (R Core Team, 2022). Foi usada uma arvore filogenética ultramétrica
gerada por IB no BEAST, sem grupo externo, e foi testado dois limiares de delimitacéo,
anico e multiplos. As probabilidades dos modelos GMYC foram comparadas perante
a probabilidade de um modelo nulo, no qual apenas uma MOTU é identificada, e a
hipétese de que os modelos eram estatisticamente diferentes foi aceita quando
apresentaram p < 0,05.

O método bPTP foi executado em seu servidor on-line (https://species.h-
its.org/). Foi testada a utilizacdo de uma arvore filogenética ultramétrica gerada por IB
no BEAST e uma arvore nao-ultramétrica gerado no MrBayes, que tiveram 0 grupo
externo retirado no momento da implementacdo da analise. Dessa forma, ao final
foram geradas quatro hipoteses de delimitacdo de espécies: (1) limiar Unico e (2)
limiares multiplos do método GMYC e (3) arvore nédo-ultramétrica e (4) ultramétrica

pela abordagem bPTP.

2.8 Rede de haplétipos e distancia genética

Para ambas as andlises foi utilizada a matriz final de dados, sem grupo externo,
e as sequéncias foram agrupadas pela espécie a qual pertencem (amostras de
referéncia e amostras fecais previamente identificadas) ou como provenientes do
PERD. A rede de haplotipos foi gerada no programa PopART 1.7 (Leigh e Bryant,
2015) pelo método median-joining (Bandelt et al., 1999). A cada agrupamento foi
designada uma cor, escolhida automaticamente a partir da paleta selecionada, para
facilitar a interpretacdo da rede. A distdncia genética par-a-par média entre os
agrupamentos foi estimada usando o modelo Kimura 2-parametros (K2P) no programa
MEGA 11.
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3 RESULTADOS

3.1 Coleta e triagem das amostras fecais

Os transectos realizados com o auxilio de cao farejador para encontrar
amostras fecais de veados no Parque Estadual do Rio Doce (PERD) somaram
aproximadamente 24 km e levaram em torno de 40 horas para serem feitos, resultando
na coleta de 108 pilhas fecais. Cinco amostras foram identificadas como S.
gouazoubira (PERDJ51, 54, 55, 56 e 58) (Figura 05, pontos verdes) e 3 amostras
falharam da etapa de amplificacdo (PERDJ49, 62 e 75), resultando em 100 amostras
triadas e disponiveis para etapa seguinte, sequenciamento e analise filogenética
(Figura 05, pontos vermelhos).

Outro trabalho do nosso grupo de pesquisa (Oliveira et al., 2020) coletou no
PERD 12 amostras (Figura 05, pontos azuis), das quais 5 (PERD2, 4, 6, 7 e 11) foram
identificadas como pertencentes ao género Mazama através de analise filogenética
feita a partir de dois fragmentos do gene mitocondrial Citocromo b (CYTB). Portanto,
considerando as amostras disponiveis, sua distribuicdo espacial no PERD e as
sequéncias disponiveis, produzidas nos trabalhos citados, cinco amostras do PERD
foram selecionadas para compor a matriz final de dados: PERD2, 4 e 7, e PERDJ 12
e 17 (Figura 05, destacas por alfinetes).

Vale ressaltar que o protocolo completo do método PCR-RFLP permitiria, em
tese, identificar amostras de M. jucunda (Gonzalez et al., 2009). No entanto, ao
analisar as sequéncias de amostras do PERD, produzidos por Oliveira et al. (2020) e
neste trabalho, foi verificado uma mutacdo no sitio de corte da enzima que
discriminaria M. jucunda de M. nana — BstN —, impossibilitando a identificacdo em

nivel de espécie (dados nao apresentados).
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Google Earth

Figura 05. Amostras fecais coletadas no Parque Estadual do Rio Doce (PERD). Em
azul = amostras coletadas por Oliveira et al. (2020); vermelho = este
trabalho; e verde = amostras identificados S. gouazoubira neste trabalho.
Amostras destacadas por alfinetes foram selecionadas para
sequenciamento e andlise filogenética neste trabalho.

3.2 Sequenciamento e caracterizagao da matriz de DNA

Todas as amostras fecais (Tabela 01) e de referéncia (T002, T021 e T064,
Tabela 02) selecionadas foram sequenciadas com sucesso, complementando o
esquema de fragmentos propostos (Tabela 03) para compor a matriz final de dados.
A Unica excecdao foi o fragmento do gene mitocondrial Citocromo oxidase subunidade
1 (COl) da amostra fecal PERDJ17, que néo foi sequenciado porque o DNA extraido
esgotou-se e ndo foi possivel realizar uma nova extracdo em tempo habil para obter
a sequéncia. Para essa amostra e sequéncia, e somente nesse caso, a regiao
correspondendo na matriz foi preenchida com o simbolo ‘N’.

A matriz final de dados foi composta por 52 amostras (incluindo as trés

amostras do grupo externo) e 1450 pb, dos quais 395 sédo sitios variaveis e 258 sédo
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sitios parcimoniosamente informativos (PICs) (Tabela 04). A quantificacdo e
representatividade frente ao total dos sitios variaveis e PICs de cada fragmento estao
discriminadas na Tabela 04. O modelo evolutivo selecionado para matriz final com

grupo externo foi GTR+G; e sem grupo externo, HKY+I+G.

Tabela 04. Tamanho e polimorfismo da matriz final de dados e dos cinco fragmentos
que a compdem. PICs = sitios parcimoniosamente informativos; pb = pares

de base.

Regido Tamanho* Sitios variaveis PICs
CYTB-224 185 pb (12.76%) 50 (12.66%) 34 (13.18%)
CYTB-306 267 pb (18.41%) 89 (22.53%) 55 (21.32%)

ND5a 263 pb (18.14%) 72 (18.23%) 47 (18.22%)
ND5b 207 pb (14.28%) 60 (15.19%) 44 (17.05%)
ND2 423 pb (29.17%) 97 (24.56%) 65 (25.19%)
Col 105 pb (7.24%) 27 (6.84%) 13 (5.04%)
Matriz final 1450 pb (100%) 395 (100%) 258 (100%)

*ApOs retirada dos primers.

3.3 Filogenia e delimitagao molecular de espécies

A inferéncia filogenética gerada por IB possibilitou posicionar com alto suporte
(PP > 0,9) a populacdo do PERD frente as demais espécies do género Mazama,
especialmente M. jucunda (Figura 06, IB). As duas abordagens de delimitacao
molecular de espécies geraram resultados bastante distintos: o nimero de MOTUs
variou entre 12 e 25. No método GMYC, tanto a hipétese de limiar Unico quanto
limiares multiplos foram estatisticamente significativas, com p = 0,001 e 0.04,
respectivamente. A hipétese de limiar simples resultou em 12 MOTUSs; e limiares
multiplos, 15 MOTUs. Na abordagem bPTP, a andlise feita com a é&rvore néo-
ultramétrica gerou 18 MOTUs; com a arvore ultramétrica, 25 MOTUSs. A sumarizagao
das quatro hipéteses geradas encontra-se no material suplementar (Figura SO01).
Nesta sessdo serdo apresentados apenas os resultados de delimitacdo de espécies
provenientes da abordagem mais coerente frente a literatura, que foi a hipotese de
limiar simples do GMYC (Figura 06, GMYC). As demais hipoteses geradas
apresentaram uma excessiva subdivisdo de MOTUS em espécies consolidadas como

M. jucunda, M. nana, M. americana e M. temama.
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A fim de evitar redundéancia nas terminologias, a partir deste ponto os citotipos

do complexo M. americana serdo citados no texto pelo nome do citétipo (Acre,

Carajas, Juina ou Rondénia) ou usando a seguinte composicao: [M. americana] + [as

duas principais letras, em caixa alta, que nomeiam o citétipo]. Por exemplo, M.

americana citotipo Acre sera referenciado como “citétipo Acre” ou “M. americana AC”.

M. jucunda
" PERD

B M. nana

W M. americana AC
B V. americana JU
B M. americana RO

W M. rufa

M. americana CA
I M. americana
M M. temama
[] Grupo externo

1B GMYC

Mju PECB1
Mju PNG2
Mju TO71

- Mju SM20
= MjuT215
Mju T373
Mju TO64
Mju PEST3

1 Mju T401

{ Mju PEL34
Mju PNSI4

PERDJ12

*

0,99
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*
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Mam CAT039
Mam CAT311
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C. pygargus NC025271

A. alces MF784602

R. tarandus KM506758

Figura 06. Analise filogenética por inferéncia bayesiana (IB; gerada no BEAST, arvore
ultramétrica) e delimitacdo molecular de espécies pelo método General
Mixed Yule Coalescent (GMYC; limiar unico, p = 0,001). Os valores de
suporte dos clados estao representados pela probabilidade posterior (PP).
Os numeros em algarismos romanos (I — IX; caixas brancas com bordas
pretas) identificam clados em destagues e 0s numeros em algarismos
arabicos (1 — 12; caixas pretas) identificam as MOTUs (molecular
operational taxonomic units), ambos citados ao longo do texto. Amostras
identificadas com T##H (“T” + trés digitos) representam vouchers do
NUPECCE e amostras ######### (oito digitos) representam a identificacao
das sequéncias obtidas no GenBank. Fonte da ilustracdo: Natalia de
Azevedo (Azevedo et al., 2021).
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Analisando a topologia da arvore, observamos a presenca de trés clados
principais. O primeiro (clado I) reine amostras de M. temama; o segundo (clado II),
grupo com alto numero diploide de cromossomos (2n = 49-53): M. americana, M. rufa
e M. americana citétipo Carajas; e o terceiro (clado Ill), linhagens com baixo nimero
diploide (2n = 42-45): M. americana citotipos Acre, Juina e Rondbnia, M. nana, M.
jucunda e as amostras do PERD. Destaca-se a composi¢ao do clado VII, que relne,
de modo reciprocamente monofilético, as amostras do PERD (clado VIII) e de M.
jucunda (clado IX), correspondendo a duas MOTUS exclusivas, 2 e 1,
respectivamente (Figura 06).

Esses resultados indicam que a populacdo do PERD compde a espécie M.
jucunda. Entretanto, existe uma estruturacdo filogenética clara, com alto suporte

estatistico, separando o PERD das demais sequéncias de M. jucunda.

3.4 Rede de haplétipos e distancia genética

Para verificar se existe um isolamento por distancia genética entre as amostras
do PERD e M. jucunda, foi construida uma rede de haplétipos e gerada uma matriz
de distancia genética entre as espécies. A andlise da rede de haplétipos (Figura 07)
evidencia que a populacdo do PERD apresenta hapl6tipos Unicos e exclusivos, ndo
compartilhados com nenhuma outra espécie. Além disso, é possivel observar que 5
passos mutacionais separam o agrupamento de haplétipos do PERD do agrupamento
de M. jucunda, enquanto a separacéao entre essa e M. nana sao 3 passos mutacionais.

A menor distancia genética da popula¢cdo do PERD para qualquer outra espécie
€ com M. jucunda, 0.0158. Esse valor € proximo da distancia genética entre M.
jucunda e M. nana, que é de 0.0165 (Tabela 05). Esses resultados sugerem uma
auséncia historica de fluxo génico entre a populacdo do PERD e M. jucunda e

reforcam a existéncia de um estruturamento genético.
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Figura 07. Rede de haplotipos gerada a partir da matriz final de dados pelo método
median-joining. Os tragcos NOs ramos representam passos mutacionais.

Tabela 05. Distancia genética par-a-par média entre espécies e populacédo do Parque
Estadual do Rio Doce (PERD). Mju = M. jucunda; PERD = Parque Estadual
do Rio Doce; Mna = M. nana; MamAC = M. americana citétipo Acre; MamJU
= M. americana citotipo Juina; MamRO = M. americana citotipo Rondonia;
MamCA = M. americana citétipo Carajas; Mru = M. rufa e Mam = M.

americana.
Espécie Miju PERD Mna MamAC MamJU MamRO MamCA Mru Mam
PERD 0.0158
Mna 0.0165 0.0162
MamAC 0.0226 0.0231 0.0158
MamJU 0.0260 0.0231 0.0221 0.0189
MamRO 0.0293 0.0292 0.0236 0.0205 0.0195
MamCA 0.0472 0.0464 0.0382 0.0428 0.0497 0.0496
Mru 0.0489 0.0477 0.0400 0.0429 0.0499 0.0503 0.0043
Mam 0.0499 0.0495 0.0411 0.0450 0.0511 0.0513 0.0160 0.0173
Mte 0.0593 0.0591 0.0558 0.0561 0.0583 0.0598 0.0616 0.0594 0.0562
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho nés reportamos uma nova populacdo do veado-mateiro-
pequeno (Mazama jucunda) no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), sendo o
primeiro registro para Estado de Minas Gerais, mais de 700 km da atual distribuigéo
geografica da espécie (Vogliotti et al., 2016; Duarte et al., 2017). Entretanto, a
estruturacdo genética observada nas analises e o contexto de isolamento geografico
do PERD sugerem claramente que esta populacéo representa uma Unidade Evolutiva
Significativa (ESU; Evolutionary Significant Unit), existindo a possibilidade de serem
espécies distintas.

Os resultados da analise filogenética por Inferéncia Bayesiana (Figura 06, I1B)
indicam que a populacdo do PERD compde a espécie M. jucunda. Entretanto, existe
uma estruturacdo filogenética clara, com alto suporte estatistico, apresentando,
inclusive, coeréncia geografica. O PERD esta localizado em Minas Gerais e todas as
demais amostras sao provenientes de regides ao Sul, incluindo amostras de Sé&o
Paulo, Parana e Santa Catarina (Tabela 01 e 02). As andlises com essa populagéo
feitas por Oliveira et al. (2020) (530 pb do CYTB) nao foram suficientes para realizar
a identificacdo da espécie, se limitando a posicionar a populacdo como pertencente
ao género Mazama e subtribo Odocoileina. Neste estudo, o uso de seis marcadores
mitocondriais € uma amostragem ampliada, tanto do PERD quanto de M. jucunda,
permitiu posicionar a populagéo de forma robusta.

Os resultados da delimitacdo de espécies (Figura 06, GMYC) corrobora a
existéncia de uma estruturacdo genética entre a populacdo PERD e as demais
amostras de M. jucunda. A abordagem GMYC com limiar Gnico se mostrou mais
robusta do que as demais — GMYC com limiares multiplos e bPTP com arvore
ultramétrica e ndo-ultramétrica — porque apresentou maior congruéncia com as
delimitagcbes baseadas no atual arranjo taxonémico do grupo (Merino e Rossi, 2010;
Peres et al., 2021a) e na hipotese taxonémica dos citotipos (Abril et al., 2010a;
Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017; Galindo et al., 2021). De modo geral, as
outras abordagens implementadas, especialmente as baseadas no método bPTP,

apresentaram excessivas subdivisdes (Figura S01).
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Conjuntamente, os resultados obtidos a partir da rede de haplétipos (Figura 07)
e da matriz de distancia genética (Tabela 05) sugerem uma auséncia histérica de fluxo
génico entre a populacdo do PERD e M. jucunda e reforcam a existéncia de uma
estruturacdo genética. Inclusive, evidencia-se a possibilidade de serem espécies
diferentes, considerando que as diferencas aqui observadas entre a populacdo do
PERD e M. jucunda equiparam-se aquelas entre M. jucunda e M. nana.

E importante ressaltar que M. nana é a espécie filogeneticamente mais proxima
de M. jucunda, sendo recuperadas como espécies irmas, com monofilia reciproca,
tanto neste estudo (Figura 06, IB) quanto em outros na literatura (Duarte et al., 2008;
Gutierrez et al., 2017; Peres et al.,, 2021a), tendo sido separadas a partir de um
ancestral comum hipotético no inicio do Pleistoceno, cerca de 1 milhdo de anos atras
(Duarte et al., 2008). As duas espécies sdo amplamente reconhecidas do ponto de
vista taxondmico (Abril et al., 2010b; Vogliotti e Duarte, 2010). Seus padrdes
morfolégicos sdo claramente diferenciados (Rossi, 2000) e seus padrbes
cromossOmicos ja foram descritos: M. jucunda apresenta numero diploide de
cromossomos (2n) = 32 — 34 e numero fundamental (NF) = 46 (Duarte e Jorge, 2003;
Vogliotti e Duarte, 2010); M. nana, 2n = 36 — 39 e FN = 58 (Abril e Duarte, 2008; Abril
et al., 2010b;). Tais diferencas cromossdmicas representam um importante
mecanismo de isolamento reprodutivo, se enquadrando no conceito biolégico de
espécie (Abril et al., 2010a; Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017; Galindo et al.,
2021).

Diante desse contexto, se as diferencas cromossémicas entre a populacao do
PERD e M. jucunda forem tdo significativas quanto as diferencas genéticas
moleculares observadas neste estudo, como observa-se entre M. jucunda e M. nana,
provavelmente estaremos diante de espécies distintas. Portanto, faz-se urgente a
coleta de tecido vivo de animais do PERD para realizacdo de analises citogenéticas,
dado a importancia das divergéncias cromossomicas para auxiliar na resolugéo
taxondmica do género Mazama (Jorge e Benirschke, 1977; Duarte e Jorge, 2003;
Peres et al., 2021a).

O uso exclusivo de marcadores mitocondriais para as andlises genéticas e a
auséncia de dados citogenéticos, que sdo muito informativos para definicbes

taxondmicas nesse grupo, séo limitagbes importantes deste estudo. Assim, a
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interpretacdo dos resultados apresentados deve ser feita com a devida cautela, uma
vez que arvores de genes baseadas em regides mitocondriais podem subestimar
processos de introgressdo e hibridizacdo (Shaw, 2002). Apesar dessa restricao,
marcadores mitocondriais tém sido vastamente utilizados em estudos filogenéticos em
cervideos neotropicais nos ultimos anos (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008;
Gutiérrez et al., 2015, 2017; Escobedo-Morales et al., 2016, 2023; Heckeberg et al.,
2016, 2020; Cifuentes-Rincon et al., 2020; Peres et al., 2021a; Bernegossi et al., 2023;
Sandoval et al., 2022). Ainda, alguns estudos testaram a utilizacdo de marcadores
nucleares, mas eles nao foram informativos na recuperacao das relacdes filogenéticas
entre linhagens com diversificacdo recente (Gilbert et al., 2006; Heckeberg, 2020;
Vozdova et al., 2021).

Adicionalmente, vale esclarecer que o protocolo de PCR-RFLP, que em tese
permitiria identificar amostras de Mazama da Mata Atlantica (Gonzélez et al., 2009),
nao foi capaz de realizar a identificagdo em nivel de espécie neste estudo porque as
amostras do PERD tém uma mutacéo no sitio de corte da enzima que discriminaria
M. jucunda de M. nana. A mesma mutacdo foi observada também em amostras
previamente identificadas como M. jucunda, por exemplo o animal T401, originario de
Campo Alegre, SC (Tabela 02), e as amostras PEL34 e PNSI4, provenientes,
respectivamente, do Parque Estadual de Lauraceas, PR, e do Parque Nacional da
Serra do Itajai, SC (Tabela 01). Tal mutagao ja havia sito reportada (Grotta-Neto, 2020)
e alerta para a cautela necessaria ao aplicar o método PCR-RFLP para identificagao
especifica de amostras, considerando que essa abordagem é limitada as amostras
que usou como base comparativa para estabelecer os sitios de corte enzimatico.

A despeito das limitagbes apontadas acima, o presente estudo configura um
importante avanco no conhecimento da distribuicdo geografica das espécies de
cervideos florestais neotropicais, especialmente referente a M. jucunda, maior espécie
animal endémica do Brasil, de ocorréncia da Mata Atlantica, que é um dos principais
hotspot de biodiversidade global (Myers et al., 2000). A ampla amostragem fecal ao
longo da area de distribuicdo de M. jucunda, a matriz de referéncia representativa para
0 género Mazama e a utilizacdo de seis marcadores mitocondriais para as andlises
genéticas permitiram demonstrar a existéncia de uma nova populagdo de M. jucunda

no PERD. Tal populacdo apresenta clara estruturacdo genética e representa uma
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ESU. Adicionalmente, diante do nivel de estruturacdo observado e do complexo
contexto taxondémico do género Mazama, é perfeitamente plausivel a possibilidade de
a populacdo do PERD ser uma espécie distinta. No entanto, enquanto ndo ha
confirmac&o de uma nova espécie, assume-se que a espécie em questao é de fato M.
jucunda.

A curto prazo, a implicagcdo para conservacdo da espécie mais premente
provavelmente serd a mudanca na avaliagcdo do risco de extincdo. Atualmente, M.
jucunda é classificada como Vulneravel pela IUCN segundo o critério C2aii (Vogliotti
et al., 2016), que significa que a espécie tem uma populacao estimada em menos de
10 mil individuos, em declinio, e com todos os individuos maduros em uma
subpopulacao (IUCN, 2012). Com a populacdo do PERD, a espécie passa a ter duas
subpopulacdes e tem um incremento no tamanho populacional, assim, M. jucunda
deixaria de ser Vulneravel. Entretanto, pelo seu status de ESU, acdes de manejo
deverdo ser personalizadas para essa populacdo de modo separado do planejamento
para a populacdo ao Sul. Proximas pesquisas devem objetivar a captura de um
individuo para realizar uma caracterizacdo completa analisando dados morfolégicos,
aprofundando as analises moleculares, e, mais importante, incluindo dados
citogenéticos. Isso permitird confirmar se a populacdo representa apenas uma ESU
Oou se € uma espécie nova. Em caso de nova espécie, a descricdo de sua area de
distribuicdo deve ser avaliada em estudos futuros. Nesse sentido, os dados de
estimativa populacional gerados (capitulo 3 da dissertacdo) serdo essenciais para

entender o grau de ameaca da espécie.

5 CONCLUSAO

Nés reportamos uma nova populacdo do veado-mateiro-pequeno (Mazama
jucunda) no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Minas Gerais, sendo o primeiro
registro para o Estado de MG, mais de 700 km da atual distribuicdo geogréfica da
espécie. Entretanto, a estruturacédo genética observada nas analises e o contexto de
isolamento geogréafico do PERD sugerem claramente que esta populacéo representa

uma ESU distinta de M. jucunda, existindo a possibilidade de ser uma nova espécie.
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Figura S01. (A) Analise filogenética por inferéncia bayesiana (IB; gerada no BEAST,
arvore ultramétrica). (B-E) Delimitacdo molecular de espécies pelo método
General Mixed Yule Coalescent (GMYC), (B) limiar unico (p = 0,001) e (C)
limiares multiplos (p = 0.04); e pela implementagéo bayesiana do método
Poisson Tree Process (bPTP), (D) arvore nao-ultramétrica e (E) arvore
ultramétrica. Os valores de suporte dos clados estdo representados pela
probabilidade posterior (PP). Os nimeros em algarismos arabicos (1 — 25;
caixas pretas e em tons de cinza) identificam as MOTUs (molecular
operational taxonomic units). Amostras identificadas com T### (“T” + trés
digitos) representam vouchers do NUPECCE e amostras ######## (oito
digitos) representam a identificacéo das sequéncias obtidas no GenBank.
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CAPITULO 3 — Neotropical forest deer density estimates based on dung piles

counts: analytical improvements

ABSTRACT

Deer are key ecological components of many ecosystems and while some species are
declining, others are considered overabundant. Either to increase threatened
populations or to reduce overabundant ones, reliable estimates of population density
are essential to inform management effectively. Population estimates of elusive
species, such as small neotropical forest deer, are difficult to obtain because the most
common methods, based on aerial or land-based direct sightings, have not proved
effective. As an alternative, a viable option is the identification of faecal samples to
species level, followed by counting the faeces in a pre-determined area of species
occurrence. This project aimed to improve the analytical approach for estimating forest
deer density based on dung pile surveys, especially in the context of dense tropical
forests where it is necessary to use a detection dog to find the samples. To do so, we
used as a case study data collected in Rio Doce State Park (PERD), Brazil, regarding
the Small Red Brocket (Mazama jucunda). The area was divided into 20 plots and
dung piles were collected in each one of them performing a transect with the aid of a
detection dog. Next, we estimated the parameters related to the dog sampling
effectiveness — the sampling effective (half) strip width (ESW) — and the parameters
necessary to infer animal density from dung pile density — the sample mean
detectability time (T) and the species mean defecation rate per animal per day (R).
ESW was estimated using distance sampling analysis; T was estimated employing
regression modelling and R was calculated from observations made with captive forest
deer individuals. After that, we applied three different methods to calculate the animal
density: Faecal Standing Crop (FSC), Distance sampling and Strip transect. The
density results ranged from 1.2 to 2.67 ind./km?, providing the first density estimate for
this recently-found, isolated population and the second-ever published estimate for this

species.

KEY-WORDS: Abundance, Wildlife Management, Indirect approach.
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1 INTRODUCTION

Deer (family Cervidae) are key ecological components of many ecosystems
(Linnell et al., 2020). While some deer populations are declining, others are considered
overabundant (Valente et al., 2020). Density values are key parameters in four of the
five IUCN criteria used to extinction risk assessment (IUCN, 2012). Thus, reliable
estimates of population density are essential to inform management effectively
(Williams et al., 2002).

Population estimates of elusive species, such as small neotropical forest deer,
are difficult to obtain because the most common methods, based on aerial or land-
based direct sightings, have not proved effective (Fragoso et al., 2016). For example,
the majority of forest deer native to South America (encompassing the genus Mazama,
Subulo and Passalites) are generally solitary, evasive, and restricted to, or associated
with, forest environments (Barrette, 1987).

Camera traps, although one of the most common alternative methodologies for
studying elusive species, provide limited information because these forest deer
species are morphologically very similar, leading to misidentifications (Duarte et al.,
2008; Peres et al., 2021). The collection of faecal samples is an alternative method,
allowing for DNA analysis and providing different information, such as species and
individual identification (Mantellatto et al., 2017). Since identification at the individual
level is still an expensive method in need of refinement for neotropical forest ungulates
(Oliveira e Duarte, 2013), a more economically viable option for estimating population
density is the identification of faecal samples to species level (Duarte et al., 2017),
followed by counting the faeces in a pre-determined area of species occurrence (Neff,
1968).

The Faecal Standing Crop (FSC) method is frequently used for estimating
population density (Eberhardt and Etten, 1956) and has been applied in population
studies of various species (Ahrestani et al., 2018). Additionally, a recent study
proposed the incorporation of parameters specific to faecal detection dogs (Silva et al.,
2020), which considerably increases the collection effectiveness (Smith et al., 2001)

and has been widely used for searching for faecal pellets, including those of Mazama,
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Subulo and Passalites species (Duarte et al., 2017; Oliveira et al., 2019). The general

equation for the FSC method is as follows:

Where D = Density; N = Number of dung piles; W = Sampling strip width; L =
Sampling strip length; R = Species mean defecation rate per animal per day; T =
Sample mean decay/ detectability time.

Although the FSC method is promising for estimating forest deer density, there
are some constraints related to the estimated parameters in the equation, which
demand careful treatment. Ideally, all parameters used should be as specific as
possible to the species being studied and to the sampling site and season.
Nonetheless, this is not always feasible due to financial and logistical holdbacks or
natural limitations related to the species’ ecology.

Another possible approach is an indirect Distance Sampling survey where the
distance of all dung piles to the transect line is recorded and a detection function is
fitted, allowing for the estimate of dung density. Next, the density of dung is converted
to the density of animals by accounting for the mean defecation rate and sample mean
decay/ detectability time (Buckland et al., 2015). Anyhow, it is still necessary to
estimate parameters to obtain a final density estimate, therefore, there is uncertainty
around it.

Given the background, the major goal of this work was to improve the analytical
approach for estimating forest deer density based on dung piles surveys, especially in
the context of dense tropical forests where it is necessary to use a detection dog to
find the samples. To do so, we used as a case study data collected in Rio Doce State
Park (PERD), Brazil, regarding the Small Red Brocket (Mazama jucunda), which is
classified as Vulnerable by the IUCN (Vogliotti et al., 2016) . As demographic data is
the basis for extinction risk assessment (IUCN, 2012), this study will contribute to
monitoring and management programs of this and other neotropical forest deer
species. Specially, we had the following goals: (1) To estimate all parameters

necessary for the density estimates, including the Sampling strip width (W), Species
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mean defecation rate per animal per day (R) and Sample mean detectability time (T);
(2) To propagate uncertainty in the final density estimates associated with the
parameters estimated, W, R and T and (3) To compare three different approaches to

estimate the density: FSC, Distance sampling and Strip transect.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Study area

The Rio Doce State Park (PERD) was created in July 1944 under Decree Law
1,119, 14/07/1944, and Decree 5,831 of 06/07/1960, being the first Protected area in
the state of Minas Gerais. PERD is managed by the Instituto Estadual de Florestas
(IEF) and is located in the Rio Doce Vale region, eastern Minas Gerais, covering an
area of 35,976 ha. It is the third-largest lake complex in Brazil and the main continuous
area of Atlantic Forest in Minas Gerais. The park spans the municipalities of Marliéria,
Timoéteo and Dionisio, and the buffer zone includes areas of the municipalities Bom
Jesus do Galho, Jaguaragu, Caratinga, Raul Soares, Pingo D'agua, and Cérrego Novo
(IEF, 2023).

There are two hydrographic basins associated with PERD, the Rio Doce to the
east, coinciding in part with the park's boundary, and the Rio Piracicaba to the north.
The park is characterized by the presence of approximately 42 natural lakes, covering
6% of the area. PERD falls within the geomorphological unit "Rio Doce Interplanaltic
Depression" characterized by hills, also known as hill seas, with altitudes ranging from
150 to 500 meters. The rainfall regime consists of two well-defined seasons, a rainy
one from October to March and a dry one from April to September. The climate can be
classified as tropical, hot, and semi-humid, with average temperatures between 21 °C
and 22 °C and an annual average rainfall ranging from 1,250 to 1,500 mm (IEF, 2023).

The predominant vegetation type in the area is the Submontane Semideciduous
Seasonal Forest. PERD's fauna exhibits a high diversity of species, many of which are
endangered, some of them endemic to the Atlantic Forest, such as the Northern
Muriqui (Brachyteles hypoxanthus), Brown Howler Monkey (Alouatta guariba), Buffy-

tufted-ear Marmoset (Callithrix aurita), Giant Armadillo (Priodontes maximus), Lowland
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Tapir (Tapirus terrestris), Jaguar (Panthera onca) and Neotropical Otter (Lontra
longicaudis) (IEF, 2023).

There are two deer species in PERD, the Gray Brocket Deer, Subulo
gouazoubira, allocated in the Blastocerina subtribe, and other species whose
preliminary identification, based on genetic evidence (see Chapter 1), is the Small Red
Brocket Deer, Mazama jucunda, assigned to Odocoileina subtribe. The latter is the

focus species of this study.

2.2 Dung pile sampling

Dung piles were collected in the study area in two fieldwork expeditions,
September 2021 and June 2022, with the aid of a detection dog specifically trained to
find deer dung. The area was divided into 20 plots of approximately 16 km?and in each
one a transect between 1 km and 1.5 km was performed. Only one transect were done
in each plot; 13 plots were surveyed in the September 2021 and the remaining plots
were surveyed in June 2021. The exact location of each transect was chosen for
convenience according to the logistical ease of access to each plot (presence of trails
or roads), but all transects had a minimum distance of 1 km. The data from the
transects were combined to generate one global density estimate. All samples had
their location recorded and were stored in absolute ethanol for further genetics
analysis. All data collection was approved by the competent environmental bodies
under the authorizations IEF-MG n° 015/2021 and SISBIO n°® 77907.

The effort regarding the sampling strip length (L) was recorded for all transects
using a GPS receptor. The survey team consisted of a handler, the dog, and an
orienteer who did the GPS navigation. The transects were determined as the team
walked into each plot, trying to make a route as straight as possible, but allowing for
flexibility due to the difficulty of walking through the dense forest. While the team
walked in the direction established by the orienteer, the dog searched offlead for
samples around the handle no more than 20 m away. Every time the dog found a
sample, the team went to the dung location to collect it, which took about 10 minutes,
and then restarted the transect from there. The GPS receptor kept recording points

during all this time, from the beginning to the end of the transect.
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2.3 Dog trial surveys

To estimate the two parameters used in the FSC equation that relate to the
detection dog performance, the sampling effective (half) strip width (ESW) and the
sample mean detectability time (T), two dogs were used in controlled experiments
performed in a reforested area at the State University of Sdo Paulo, Jaboticabal, Sao
Paulo, Brazil. Both dogs, herein designated as 01 and 02, are owned by the Deer
Research and Conservation Centre (NUPECCE), also located in Jaboticabal. Dog 01
was used in the past for several sampling expeditions, but only Dog 02 is currently
active and was the one used for the dung pile sampling in this work. The dung pile
samples used in the experiments were collected from captive animals (Mazama
americana) at NUPECCE.

For the first experiment, we evaluated the dog’s detectability as a function of
distance to estimate the sampling effective (half) strip width, ESW — the width in which
it is assumed that the dog will find all samples present. We placed 120 dung piles (20
pellets per pile) every 10 m along a transect of 1200 m. The samples were placed
randomly, without repetition, at varying distances (0, 3, 6, 9, 12, and 15 m)
perpendicular to the central line of the transect, to both sides. After 2 h of faecal
deposition, a handler walked the length of the transect on a non-windy day
accompanied by the dog, who walked freely, searching for samples. The handler
always walked the central line of the transect, and the dog searched both sides of the
transect with no handler’s interference. However, after each detection, the dog was
ordered back to the central line of the transect to start over. The number of samples
detected at every distance class was recorded and used for further analysis. We
combined two data sets from this experiment, one for Dog 01, produced in 2018 by
Silva et al. (2020), and one for Dog 02, produced in 2020 by Pinho (2021).

It is important to note that the distribution of samples in this experiment was not
homogeneous because the central line had 20 samples in only one line, while all other
distance classes had 20 samples allocated in two lines, one on each side of the central

line. As a consequence, the density of samples in the central line was twice of that one
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at any other line. To circumvent this, the detections at the central line were cut in half
for further analysis.

For the second experiment, we evaluated the dog’s detectability as a function
of the age of the samples to estimate the sample mean detectability time, T — the
average age of the samples, in days, that the dog would be able to detect in a given
survey. We worked with a set of four transects, each in a different reforested area of
the university. Only one of these transects was used at each sampling event to prevent
the dog from remembering the sample locations. Thus, one of the four transects was
visited on day 0 with the start of the experiment and another transect alternately after
7, 14, 21, 28, 33, 41, 48, 62, 76, 89, and 114 days. In each 200-m transect, we
distributed 20 fresh samples (20 pellets per pile), spaced 10 m apart along the
transect’'s central line. The searches were performed as described in our first
experiment. The number of samples detected at every sampling event — corresponding
to the age of the sample — was recorded and used for further analysis. We used one
data set from this experiment, corresponding to Dog 02, produced in 2020 by Pinho
(2021).

2.4 Parameters estimates

Sampling strip length, L

The team search methodology resulted in an excess of movement caused by
the dog's natural behaviour while sniffing for samples and by the fact that the GPS
receptor kept recording points all the time during the survey. As a consequence, the
effort provided by the GPS was overestimated, being necessary to correct it to
represent the reality of the sampling strip length (L).

The simplification process of the transects was achieved with the coding
language R (R Core Team, 2022) using the packages ‘spatstat.geom’ (Baddeley et al.,
2015), ‘rmapshaper’ (Teucher e Russell, 2022) and ‘sf (Pebesma, 2018). The R
version used for this and all following analyses was 4.2.2. The simplification process
involved identifying points within the transects where the line crossed itself and then

reducing the number of vertices to a point where no crossing points were present. This
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provided us with a transect length that was not overestimated and a line that better
represented the route done in the forest. The summed values of all transect lengths,

after simplification, were used as the sampling strip length (L) in the FSC equation.

Sampling effective (half) strip width, ESW

The distance data produced in the first dog trial survey was used as input to
perform a distance sampling analysis (Buckland et al., 2015). It was done using the
'Distance' package in R (Miller et al., 2019). Because the distances in the experiment
were fixed, the data set was binned and the cut points — 0, 1.5, 4.5, 7.5,10.5, 13.5,
16.5 — were chosen so each distance class would be in the midpoint of every bin. The
truncation distance was 10.5 m, about 8% of the date (Buckland et al., 2015).

For the model selection, three combinations of key functions and adjustment
terms were tested: uniform and half normal with cosine adjustment and hazard rate
with simple polynomial adjustment. The model chosen was the one that fitted the data,
based on the Chi-square test, and had the lowest AIC criterium value. The ESW value
to be used in the FSC equation was calculated by multiplying the proportion of dung
piles detected, Pa, based on the detection function fitted, by the truncated distance, W.
The standard error (SE) and coefficient of variance (CV) of the ESW were derived from

the uncertainty around the Pa estimate.

Mean detectability time, T

The data produced in the second dog experiment were treated as binary
(detected and non-detected) and used as input to fit a model expressing the
relationship between the probability of detection and the age of the sample. It was done
using the ‘glm’ function from the ‘stats’ package in R (R Core Team, 2022). The model
was fitted using the family ‘quasibinomial’ and link function “1/mu”2’. Next, based on
the model, we predicted the probability of detection from day 0 to the number of days
since the end of the rainy season (early April), which was around 150 days for the
September 2021 survey and about 80 days for the June 2022 survey. In both cases,

the mean detectability time was calculated by dividing the sum of all probabilities of
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detection times the equivalent day by the sum of all probabilities of detection. The
mean, SE and CV of the detectability time were calculated using a parametric bootstrap
approach. We used two values for the mean detectability time for the density estimates
using the FSC equation, one for each survey expedition. As a result, we had two
density estimates, one for September 2021 and one for June 2020, and the average
density for the area was calculated by taking the arithmetic mean of the survey-specific
densities.

We decided to estimate the mean detectability time based on the number of
days since the end of the rainy season considering the results of two dung decay
experiments realized in the study area in February 2022 (rainy season) and June 2022
(dry season). We placed 9 dung piles (20 pellets per pile) in three different sites and
monitored the pellet decay. In the rainy season, all dung piles decayed in just five days
(i.e. all pellets from all dung piles had decayed). In the dry season, however, all dung
piles persisted for 88 days (i.e. all dung piles had at least one pellet). Therefore, we
are assuming that the limiting factor to dung persistence in the area is the rain. Thus,
we hypothesize that the number of days since the end of the rainy season corresponds
to the period that the dung had to accumulate and, based on that, we used this value

to estimate the mean detectability time.

Mean defecation rate, R

The species mean defecation rate per animal per day (R) was calculated based
on direct observation of 19 forest deer specimens held in captivity at NUPECCE:
Mazama americana (n = 7), M. jucunda (n = 1), M. nana (n = 2), Passalites
nemorivagus (n = 2) and Subulo gouazoubira (n = 7). This data set was produced by
Silva (2017). To approximate the animals’ diet to the one they would probably have in
the wild, they were fed only with palatable fresh leaves and fruit 72 hours before and
during the whole observation period. The animal enclosures were cleaned of dung
before the experiment started and were monitored every 6 h for 3 to 5 days. At every
monitoring event, the number of dung piles produced was recorded and the enclosure
was cleaned again. The mean, SE and CV of the defecation rate were calculated from

all observations made.



67

2.5 Density estimates
Faecal standing crop, FSC

After all parameters necessary were estimated, the density of deer in the area

was calculated using the following proposed equation, based on the FSC method:

R XT

D=

Equation 1
Where:
D = Density of deer (m?, but converted to km? by multiplying per 1 million);
N = Number of dung piles collected;
ESW = Sampling effective (half) strip width (m);
L = Sampling strip length (m);
R = Species mean defecation rate per animal per day;

T = Sample mean detectability time (days).

To propagate the uncertainty associated with the estimated parameters — ESW,
R and T — in the final density estimate, we applied the delta method, as in Equation 2
from Laing et al. (2003), by using the following equation:

[CV(D)F? = [CV(ESW)I? + [CV(R)]? + [CV(T)]?
Equation 2
Where:
CV(D) = Coefficient of variance (CV) of the density estimate;
CV(ESW) = CV of the ESW;
CV(R) = CV of the R;
CV(T)=CV oftheT.
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Once we had the density CV we were able to calculate the standard deviation
(SD) and standard error (SD) of the final density estimate. We calculated the density
of deer in the area for the two surveys, September 2021 and June 2022, using the
equivalent mean detectability time. Next, we took the mean of the survey-specific
densities to have a global estimate for the study period, and the propagation of

uncertainty was done as described above, via the delta method.

Distance sampling

Another approach we applied to estimate the density was using distance
sampling (Buckland et al., 2015). It was done using the ‘Distance’ package in R (Miller
et al., 2019). First, we measured the distance from all samples to the respective
transect (after simplification). This data was also used in the strip transect approach,
described in the following topic. Second, we estimated the density of dung piles by
fitting a detected function. The truncation distance was 8.3 m, 5% of the data (Buckland
et al., 2015). Three combinations of key functions and adjustment terms were tested
for the model selection: uniform and half normal with cosine adjustment and hazard
rate with simple polynomial adjustment. The model chosen was the one that fitted the
data, based on the Cramer-von Mises test, and had the lowest AIC criterium value.

Finally, the density of deer was calculated by using the following equation:

Equation 3
Where:
D = Density of deer (km?);
Dd = Density of dung piles (km?; from the distance sampling analysis);
R = Species mean defecation rate per animal per day;

T = Sample mean detectability time (days).

As performed for the FSC, the propagation of uncertainty in the final density

estimate was done by applying the delta method, using the following equation:
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[CV(D)F? = [CV(Da))* + [CV(R)]* + [CV(T)I?
Equation 4
Where:
CV(D) = Coefficient of variance (CV) of the density estimate;
CV(Dg) = CV of the density of dung estimate (from the distance sampling
analysis);
CV(R) = CV of the R;
CV(T)=CV oftheT.

The procedures regarding the survey-specific and global density estimates and

propagation of uncertainty were done as described for the FSC estimates.

Strip transect

Finally, we also applied a strip transect approach to estimate the density, in
which we assumed perfect dung detectability within a fixed sampling strip width. It was
done using the ‘Distance’ package in R (Miller et al., 2019). First, we fitted a uniform
key function model with no adjustment terms and estimated the density of dung piles
based on the resulting detection function. The truncation distance was 2 m. This
distance was chosen because the probability of detection dropped abruptly as it moved
away from 2 meters. Next, deer density was calculated using Equation 3. The
procedures regarding the survey-specific and global density estimates and

propagation of uncertainty were done as described for the FSC estimates.



70

3 RESULTS

3.1 Dung pile sampling

In total, 101 dung piles were collected throughout the 20 plots (Figure 1). No
samples were found in plots 3, 5, 7, 18 and 19. To exclude samples belonging to S.
gouazoubira, a PCR-RFLP protocol was performed (Gonzalez et al., 2009). Five
samples were identified as belonging to S. gouazoubira (Figure 1, red pins) and one
sample failed to have its DNA amplified in the PCR-RFLP protocol, thus 95 samples
were used for the density estimates in this work. Considering only the samples
screened, the average number of dung piles collected was 4.75 per plot. The transects
summed 24.47 km and took 40.48 h to complete, averaging 1.22 km and 2.02 h per
plot, respectively (Table S1). This resulted in 3.84 samples/km considering only
screened samples, or 4.08 samples/km considering all samples Throughout this

session, the results will be presented as estimate * standard error (SE).

Google Earth

M0G0 ¢

Figure 1. Dung piles collected in September 2021 (red dots) and June 2022 (blue
dots). Samples identified as Subulo gouazoubira are marked with pins.
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3.2 Parameters estimates

Sampling strip length, L

The summed value of all transect lengths before the simplification process was
37.38 km, average of 1.89 km/plot; after the simplification, it was 24.47 km, average of
1.22 km/plot. This represents an average reduction of 33% in the transect length. All
transect lengths, before and after simplification, can be consulted in Table S2. A
transect line before and after simplification is illustrated in Figure 2. Thus, the sampling
strip length (L) used for the density estimates was the sum of all simplified transect
lines — 24.47 km.

100-m

Figure 2. Example of a transect line before (red) and after (blue) the simplification
process. The white dots represent samples.

Sampling effective (half) strip width, ESW
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From the data produced in dog experiment 01, which evaluated the detectability
as a function of distance (Table S3), a distance sampling analysis was performed to
estimate the ESW. The model that best fitted the data was a half-normal key function
with no adjustment terms (Figure 3), which fitted the data (P = 0.65; Chi-square test)
and had the lowest AIC value among the models tested. The resulting ESW value,
calculated by multiplying the proportion of dung piles detected (Pa=0.55 + 0.056) by
the truncated distance (W = 10.5 m), was 5.83 m + 0.59.

Detection probability
04
|

0.0

Distance

Figure 3. Half normal key function, with no adjustment terms, fitted to estimate the
sampling effective (half) strip width, ESW.

Mean detectability time, T

From the data produced in dog experiment 02, which evaluated the detectability
as a function of time (Table S4), a ‘gim’ model was fitted to estimate the mean
detectability time (T) (Figure 4). The T value was calculated for both surveys —
September 2021 and June 2022 — considering the number of days since the end of the
rainy season. We did it by dividing the sum of all probabilities of detection times the

equivalent day by the sum of all probabilities of detection. As a result, the T values
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were 62.19 days + 0.050 and 34.76 + 0.027 for the September 2021 and June 2022

surveys, respectively.

)
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Figure 4. Quasibinomial model expressing the probability of detection as a function of
time fitted to estimate the mean detectability time, T.

Mean defecation rate, R

The species mean defecation rate per animal per day (R), calculated from

the monitoring of 19 forest deer specimens in captivity (Table S5), was 6.19 £ 0.47.
3.3 Density estimates
Faecal standing crop, FSC

After all parameters necessary were estimated, Equation 1 was used to

estimate the density of deer in the area through the FSC method as follows:

September 2021

62 samples
2x5.83mx 15970 m

~ 6.19 defecations x 62.1 days
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June 2022

33 samples
2x583mx 8500 m

~ 6.19 defecations x 34.8 days

D

The resulting densities were 0.86 ind./km? + 0.08 for September 2021 and 1.54
ind./km? £ 0.2 for June 2022, averaging 1.2 ind./km? + 0.42 (Table 1).

Distance sampling

From the distance data measured from all samples to their respective transect,
a distance sampling analysis was performed to estimate the density of dung. The
model that best fitted the data was a Hazard rate key function with no adjustment
terms, which fitted the data (P = 0.87; Cramer-von Mises test) and had the lowest AIC
value among the models tested. The proportion of samples detected, Pa, was 0.3
(Figure 5).
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Figure 5. Hazard rate key function with no adjustment terms fitted to estimate the
density of dung in the Distance sampling approach.

Next, the density of deer was calculated using Equation 3 as follows:
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September 2021

b 719.45 samples/km?
~ 6.19 defecations x 62.1 days

June 2022

B 745.78 samples/km?
~ 6.19 defecations x 34.8 days

The resulting densities were 1.87 ind./km? + 0.08 for September 2021 and 3.46
ind./km? £ 0.26 for June 2022, averaging 2.67 ind./km? + 1.03 (Table 1).

Strip transect

Finally, also using the distances of the samples to their respective transect, we
fitted a Uniform key function model truncated at 2 m to estimate the density of dung

(Figure 6). Next, the density of deer was calculated using Equation 3 as follows:

September 2021

b= 563.55 samples/km?
~ 6.19 defecations x 62.1 days

June 2022

B 558.82 samples/km?
~ 6.19 defecations x 34.8 days
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Figure 6. Uniform key function fitted to estimate the density of dung in the Strip transect

approach.

The resulting densities were 1.46 ind./km? + 0.07 for September 2021 and 2.59
ind./km? + 0.23 for June 2022, averaging 2.03 ind./km? + 0.69 (Table 1).

Table 1. Density results from the three approaches applied: Faecal standing crop,
Distance sampling and Strip transect.

Density (ind./km?) = Average density (ind./km?)

Approach” Survey™
PP Y SE +SE

Sep.2021 0.86 +0.08

FSC 1.2+0.42
Jun.2022 1.54+0.2
Sep.2021 1.87+0.08

Distance sampling 2.67+1.03
Jun.2022 3.46 +£0.26
Sep.2021 1.46 +0.07

Strip transect 2.03 +£0.69
Jun.2022 2.59+0.23

*FSC = Faecal standing crop; **Sep.2021 = September 2021 survey, Jun.2022 = June

2022 survey.
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4 DISCUSSION

In this study we report an improved analytical approach to estimate forest deer
density based on dung pile counts when a detection dog is used to find the samples,
incorporating the dog’s performance as a function of distance and age of the samples.
We present an estimate of the defecation rate for neotropical forest deer calculated
from empirical data and also compare three methods to obtain estimates of animal
density derived from dung density. To showcase this approach, we used as a case
study data collected in the Rio Doce State Park (PERD), regarding the Small Red
Brocket (Mazama jucunda), providing the first density estimate for this recently-found,
isolated population and the second ever-published estimate for this species. The mean
density results ranged from 1.2 to 2.67 ind./km?.

The simplification process applied to the sampling strip length, L, was necessary
due to the excess of points recorded by the GPS receptor while searching for samples,
and not doing so would cause the final density result to be underestimated. Future
surveys should consider defining the transects before the survey and trying to stick to
them as much as possible, so it would be possible to use the summed length of these
pre-defined transects as the sampling strip length, L. If not feasible, strategies to
minimize the excess of movements should be applied. Although it would be possible
to avoid this analytical step if the transects were previously planned, it is important to
stress that making transects in tropical, dense forest is quite challenging, especially in
comparison to more sparse, temperate habitats. Therefore, if planning and creating
trails ahead of time is not possible, due to financial or logistical issues, the correction
method described herein provide a useful alternative to avoid overestimating the
sampling strip length.

We used a detection dog specifically trained to find neotropical deer dung piles
to overcome to difficulty of finding samples in forest environments, as the pellets are
often covered by leaf litter or have been washed by rain (Viquerat et al., 2012; Barrera-
Salazar et al., 2015), besides the fact the dogs are much more efficient in this task
than humans (Oliveira et al., 2012;Grimm-Seyfarth et al., 2021). To incorporate the
dog sampling effectiveness into the density calculations (Silva et al., 2020), we

estimated two parameters: 1) the sampling effective (half) strip width, ESW (i. e. the
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half width, in meters, in which it is assumed that the dog will find all samples present
at the moment of the survey) and 2) the sample mean detectability time, T (i. e. the
average age of the samples, in days, that the dog would be able to detect in a given
survey).

The ESW was estimated to be 5.83 m £ 0.59, so we are assuming that the dog
was able to find all samples within 5.83 meters at each side of the transect, totalling
11.66 m of sampling width. Using the data sets combined in this work, two separate
studies from our group also estimated the dog performance as a function of the
distance of the samples to the transect (Silva et al., 2020; Pinho, 2021). However, they
applied different, simpler approaches and estimated two distinct parameters, the dog
sampling strip width, W4, and the dog detection effectiveness, P.

Silva et al. (2020) used the data set from Dog 01 (Table S3), fitted a linear
regression model and obtained 9.35 m as the (half) Wa and 0.47 as P; while Pinho
(2021) used the data set from Dog 02 (Table S3), fitted a negative exponential model
and obtained 17.6 m as the (half) Wq and 0.31 as P. Herein, combined the two data
sets and incorporated W4 and P into only one parameter — ESW —, reducing the level
of uncertainty that would be necessary to propagate to final density estimate.
Additionally, any of the estimates from these studies was accompanied by precision
measurements, which weaknesses the power to make reliable inference (Forsyth et
al., 2022).

Indirect methods to estimate animal density based on the abundance of their
signs require the estimation of sign production rate and sign decay rate (Laing et al.,
2003). In the case of deer, we first estimate the density of dung piles and then, to infer
the density of animals, we take into consideration the availability of samples at the time
of the survey, which is expressed by the species defecation rate (sign production) times
the sample mean time to decay (sign decay). The last of these is usually the most
troublesome and was the subject of several studies, typically referred to as mean
persistence time (Laing et al., 2003; Viquerat et al., 2013; Delisle et al., 2022;
Mohanarangan et al., 2022; Kamgaing et al., 2023).

However, when a detection dog is used to collate the dung, we must also
consider the dog’s detectability as a function of the age of the samples, which we

named in this study as mean detectability time, T. In our study, we used the mean



79

detectability time assuming the premise that when we model it, we are also modelling
the mean persistence time. The dog detectability is not only influenced by the age of
the samples, but also by the dung pile decay, i.e., as the dog is less likely to detect
older samples, it is also less likely to find dung piles with fewer pellets, and will not
locate dung piles that completely decayed (no pellet remaining).

Thus, for the mean detectability time, T, the estimated values were 62.19 days
1+ 0.050 and 34.76 days + 0.027 for the September 2021 and June 2022 surveys,
respectively. Silva et al. (2020) and Pinho (202) also evaluated the dog detectability as
a function of time. Silva et al. (2020) used the data set from Dog 01 (Table S3), fitted a
linear regression model and obtained 70 days as a result; while (Pinho, 2021) used the
data set from Dog 02 (Table S3), fitted a negative exponential model and obtained 180
days. Nevertheless, they estimated the dung maximum age for dog detection instead
of the mean age. We advocate for the use of the mean age of the samples detected
by the dog — the mean detectability time used in this study — as the equivalent
parameter widely used in the literature is the mean persistence time, not the maximum
persistence time. Besides, the estimates from these studies did not provide any
precision measurements.

It is important to note that the dog's performance — as a function of distance and
age of the sample — might differ among different dogs, so it would be ideal to measure
the performance of the dog used in the survey. If not possible, nonetheless, using
parameters estimated with other dogs would be better than not incorporating the dog’s
performance into the analysis.

Regarding the mean defecation rate, R, it was calculated to be 6.19 + 0.47.
Other studies have estimated the mean defecation rate of forest deer species based
on animals in captivity. Rivero et al. (2004) obtained 5 defecations/animal/day (no
precision measurements) by counting pellet groups of two M. americana and three S.
gouazoubira over 8 days. Romero-Castanon et al. (2020) obtained a mean defecation
rate of 10 £ 3.3 (estimate £ standard deviation) by counting defecation events of tree
M. temama individuals over 4 days. Souza et al., (2022) calculated 12.3 + 1.8 (estimate
+ standard deviation) defecations/animal/day by counting dung pile depositions of 8

male S. gouazoubira every 2 h over 6 days. In turn, Chapman (2004) calculated a
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defecation rate of 7 to 8.2 (no precision measurements) by performing a controlled
experiment in two semi-captivity settings using 10 Muntiacus reevesi for 1 to 7 days.

Compared to our work, these studies used a lower number of animals (3 to 10
versus 19 in this work) and not all of them provided precision measurements. In
addition to that, our estimate is representative of neotropical forest deer in general as
we used five different species (Table S5), while the other studies were more species-
specific. Despite this, our estimate is nested within the range of reported defecation
rates — 5 to 12 defecations/animal/day. As obtaining defecation rates for free-ranging
forest species is very difficult due to their elusive nature, our estimate can be used in
studies that require a defecation rate value to infer animal density from dung pile
density. It is important to stress, however, that these estimates are biased to the
captivity conditions, probably been underestimated, and might not represent the reality
in the wild as the defecation rate is affected by several factors, such as daily movement,
foraging strategy and season.

For example, Rogers (1987) reported seasonal changes in the defecation rate
for hand-reared but free-ranging white-tailed deer (Odocoileus virginianus), which,
once penned, had a considerable reduction in the frequency of defecation. Pronghorns
(Antilocapra americana) also had an increase in the frequency of defecation with
increased activity (Irby, 1981). Thus, caution is advised when using a defecation rate
calculated only from captive animals, as an underestimated defecation rate will
contribute to an overestimated density result. In that regard, (Periago and Leynaud,
2009), in a study that aimed to estimate the density of S. gouazoubira based on a dung
piles count approach, argued that the defecation rate used by Rivero et al. (2004) was
low because of food and daily activity factors, and decided to use instead the rate
recommended by Neff (1968) of 13 defecations/day for small forest deer.

After all required parameters were estimated, we calculated the density using
three different approaches: faecal standing crop (FSC), distance sampling and strip
transect. For the FSC method, we used Equation 1 from this study, which is adapted
from the original equation postulated by Eberhardt and Etten (1956) and similar to the
one proposed by Silva et al. (2020) to incorporate the sampling effectiveness of

detection dogs:



81

(—— (w;x1)

D= \ZXESWXL D= P
R XT R X Min(T,A)
Equation 1 from this study Equation from Silva et al. (2020)

Our equation differs from the one proposed by Silva et al. (2020) in two main
aspects: 1) it combines the dog sampling strip width (Wq) and the dog detection
effectiveness (P) in only one parameter — the effective (half) strip width (ESW) — and
it adds a multiplication by 2 to consider both sides of the transect; and 2) it does not
include the parameter related to the faeces maximum age for dog detection, assigned
to the letter A; instead, we used the mean detectability time, to which we assigned the
letter T, assuming it is equivalent to the sample mean persistence time, which is the
parameter represented by ‘T’ in Silva et al. (2020).

The density estimate from all approaches applied in this work has three
components: the density of dung piles, the defecation rate and the detectability time.
The defecation rate was the same for all calculations, so the differences observed in
the estimates from September-2021 and June-2022 can only be explained by the
density of dung and/or the detectability time.

There were small differences in the density of dung piles between the surveys
(see the “Density estimates” topic in the Results session). However, we cannot affirm
that this represents the true density of dung. It is possible that the density of dung in
September is supposed to be higher as a consequence of more time allowed for dung
accumulation since the end of the rainy season, and the estimated dung density for
September is actually underestimated, which, in turn, led to an underestimation of the
final density. In the same way, with the same implications, the density of dung for June
could be overestimated. On the other hand, the estimated mean detectability time for
September was almost the double of that for June, so the final density result is very
sensible to this parameter. Again, two situations are possible. The mean detectability
time for June is underestimated (i.e. the average age of samples found by the dog in
this survey is actually higher); or the mean detectability time for September is

overestimated (i.e. the average age of samples found by the dog in this survey is
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actually lower). A combination of all these aspects is also possible. Either way, it would
(at least partially) explain the higher density values in June.

Regarding the performance of the three methods, we are inclined to advocate
for the FSC results as it was most conservative and was the approach upon which we
made the survey design. During the survey, we did not properly consider, for example,
the independence assumption for the distance sampling approach, which states that
all samples should be distributed independently of the transect. Our survey
methodology produced an excess of samples located very close to the transect. This
resulted in a detection function that dropped abruptly as it moved away from 2 meters
(Figure 5), which resulted in a low probability of detection (Pa) and contributed to an
overestimation of the final density estimate. As for the strip transect approach, it only
considered the samples within 2 meters from the transect line, ignoring all remaining
samples (Figure 6), while the FSC method used all samples.

Thus, based on the FSC results, the estimated density in the area is 1.2 £ 0.42
ind./km?. Extrapolating this to the total area of the park (359,76 km) provides us with
an abundance of about 431 animals. The density estimate is the first for this recently-
found, isolated population (see Chapter 2) and the second ever published for the small
red brocket (M. jucunda). This first estimate was obtained by means of faecal sample
genotyping and applying a capture and recapture method, what generated an average
value of 1.44 ind./km? (Andriolo et al., 2010). We stress, however, that this estimate
lack important analytical and survey design details, and it was not accompanied by
precision measurements, thus making it less reliable.

Other studies have estimated the density of a closely-related species, also
forest-associated, the red brocket (M. americana), using different approaches. Rivero
et al. (2004) applied the FSC method in seasonal the Chiquitano forest, Bolivia, and
the average density estimates were 3.52 ind./km? + 4.6 in the wet season and 6.98
ind./km? £ 7.2 in the dry season. Distance sampling approaches were also used and
the density values reported varied greatly: Hurtado-Gonzales e Bodmer (2004)
estimated a density of 1.14 ind./km? + 0.44 in the Amazon, northeast Peru; Desbiez et
al. (2010) reported an estimate of 0.24 ind./km? in the Brazilian Pantanal; Ferreguetti
et al. (2015) estimated a density of 15 ind./km? + 1.5 in an Atlantic Forest fragment,
southeast Brazil; and Rocha et al. (2021) reported an estimate of 4.23 ind./km?in the
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southern Amazon, Brazil. While there are discrepancies among the density values
reported, the estimates produced in this study (1.2 to 2.67 ind./km?) are within the
range of values found. Nevertheless, we recognize that any comparison should be
made with caution because not only these estimates targeted another species, but
they were also calculated using different detection methods and analytical approaches.

As the methods to estimate animal density applied in this study required the
estimation of at least two parameters, proper analytical approaches are crucial to
obtain reliable estimates. Therefore, we recognize the limitations related to the
parameters estimated, as pointed out in the discussion. For example, the data used to
estimate the sampling effective (half) strip width (ESW) and the mean detectability time
(T) were not site- and time-specific. Additionally, the mean defecation rate was
estimated based only on captive animals. Also, the sampling design did not properly
consider the distance sampling premises. Despite of these holdbacks, our work
represent a significant improvement of the analytical approach to estimate forest deer
density based on dung pile counts, being the first density estimate of this recently-
found, isolated population, and the second ever published estimate for this particular
species.

Future studies should focus on making an appropriate survey design, planning
ahead the transects and performing the data collection respecting all Distance
sampling assumptions, as it is a well-established and statistically-robust method,
besides, it eliminates the need to estimate the dog’s performance as a function of
distance — the ESW in this study. The defecation rate estimated here provide a useful
parameter for small Neotropical deer and can be used in similar studies if any other,
more specific estimate is available. An important improvement regarding this
parameter would be estimating it using semi-captive animals. Finally, it is imperative
that the mean persistence/ detectability time be both site- and time-specific, and is

estimated in a retrospective analysis, not prospective.
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5 CONCLUSION

In this study we report an improved analytical approach to estimate forest deer
density based on dung pile counts when a detection dog is used to find the samples,
incorporating the dog’s performance as a function of distance and age of the samples.
We present an estimate of the defecation rate for neotropical forest deer calculated
from empirical data and also compare three methods to obtain estimates of animal
density derived from dung density. To showcase this approach, we used as a case
study data collected in the Rio Doce State Park (PERD), regarding the Small Red
Brocket (Mazama jucunda), providing the first density estimate for this recently-found,
isolated population and the second ever published estimate for this species. The
density results ranged from 1.2 to 2.67 ind./km?. As the methods to estimate animal
density applied in this study required the estimation of at least two parameters, proper
analytical approaches are crucial to obtain reliable estimates. Future studies should
conduct a survey respecting all distance sampling premises and apply a more robust
statistical approach to estimate the parameters necessary to obtain density estimates
based on indirect approaches and also do it from data that is both site- and time-

specific.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1. Survey effort information.

Plot Survey”  Transect time (h) Transect length (km)™  N° dung piles™

1 Sep.2021 2.58 0.97 12
2 Sep.2021 2.52 1.53 4
3 Sep.2021 1.60 0.92 0
4 Sep.2021 3.13 1.41 7
5 Sep.2021 1.17 1.48 0
6 Sep.2021 1.43 1.00 3
7 Sep.2021 2.40 1.66 0
8 Jun.2022 1.42 1.00 5
9 Sep.2021 2.82 1.37 8
10 Jun.2022 1.60 1.10 2
11 Jun.2022 2.00 0.99 10
12 Jun.2022 1.57 1.38 4
13 Jun.2022 1.82 1.47 11
14 Sep.2021 2.00 0.98 7
15 Sep.2021 2.68 1.07 7
16 Sep.2021 2.82 1.07 7
17 Sep.2021 1.40 1.25 0
18 Jun.2022 1.78 1.46 0
19 Sep.2021 2.72 1.26 7
20 Jun.2022 1.03 1.10 1

Total 40.48 24.47 91

Average 2.02 1.22 4.55

*Sep.2021 = September 2021 survey, Jun.2022 = June 2022 survey; **Transect
length after simplification; ***N° of dung piles after the a PCR-RFLP screening.
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Table S2. Transect lengths before and after simplification, and proportion of reduction.

Plot Transect length (km)® Simplified length (km) % of reduction
1 2.20 0.97 56%
2 2.64 1.53 42%
3 1.65 0.92 45%
4 2.72 1.41 48%
5 1.86 1.48 21%
6 1.60 1.00 38%
7 2.63 1.66 37%
8 1.31 1.00 24%
9 2.33 1.37 41%
10 1.38 1.10 20%
11 1.96 0.99 50%
12 1.81 1.38 24%
13 1.96 1.47 25%
14 1.43 0.98 31%
15 1.78 1.07 40%
16 1.75 1.07 39%
17 1.47 1.25 15%
18 1.77 1.46 17%
19 1.85 1.26 32%
20 1.28 1.10 14%

Total 37.38 24.47 -

Average 1.87 1.22 33%

*Original track given by the GPS receptor.



Table S3. Dog experiment 01:

Pinho, 2021).
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detectability as a function of distance (Silva et al., 2020;

N° of detections

Distance (m) N° of samples placed
Dog 01  Dog 02
0 10 10 10
3 16 10 20
6 9 6 20
9 0 7 20
12 0 0 20
15 0 6 20

Table S4. Dog experiment 02: detectability as a function of time (only Dog 02) (Pinho,

2021).

Day N° of detections

N° of samples placed*

0
7
14
21
28
33
41
48
62
76
89
114

18
14
11
10
10
9

10
8

6

11

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

*At day 0.



Table S5. Data from the defecation monitoring experiment (Silva, 2017).

Monitoring Observations Defecations Defecation

Species” Sex
days events recorded rate per day
F 3 12 20 6.67
F 3 12 15 5.00
F 3 12 19 6.33
M. americana M 3 12 35 11.67
M 3 12 17 5.67
F 8 32 65 8.13
M 8 32 73 9.13
M. jucunda F 5 20 18 3.60
F 8 32 34 4.25
M. nana
M 8 32 43 5.38
F 3 12 15 5.00
P. nemorivagus M ; . 0 333
F 3 12 13 4.33
F 3 12 21 7.00
F 3 12 23 7.67
S. gouazoubira M 3 12 15 5.00
M 3 12 24 8.00
F 8 32 38 4.75
M 8 32 53 6.63
Average 6.19

*M. = Mazama; P. = Passalites; S. = Subulo.
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