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Resumo

O uso das armadilhas de pélos como método de amostragem ndo invasiva tem sido
amplamente utilizado em estudos de ecologia molecular com mamiferos de vida livre. Porém,
para o método ser eficaz é importante garantir um delineamento amostral que garanta tanto a
captura dos pélos da espécie desejada como a obtengdo de um material genético de boa
qualidade. Com a finalidade de delinear um estudo com felideos neotropicais por meio de
armadilhas de pélos, o presente estudo teve os seguintes objetivos: (1) mensurar o tempo de
degradacdo do DNA contido nos pélos de felideos quando expostos no ambiente (2) avaliar
diferencas na quantidade de DNA extraido entre diferentes classes de pélo de acordo com suas
fases de crescimento; (3) testar a eficacia de trés estimulos olfativos: Catnip, Canela (ambos ja
testados com sucesso em outros estudos ) e baunilha em detectar seis espécies de felideos nas
armadilhas de pélos : Panthera onca, Leopardus pardalis, L.wiedii, L.tigrinus, Puma concolor e
P.yagouaroundi. . Para as analises de degradacdo de DNA realizamos um experimento
utilizando-se pélos de duas espécies de felideos mantidos em cativeiro. A eficdcia dos
estimulos olfativos em detectar cada espécie de felideo foi realizada por meio de testes
comportamentais em cativeiro e nas detec¢des em campo. N3o houve diferenca na
concentracdo de DNA em pélos de diferentes classes. A degradacdo do DNA contido nos pélos
guando expostos no ambiente foi extremamente rapida, com a concentracdo de DNA caindo
consideravelmente no segundo dia de exposicdo ambiental. Dos estimulos testados, a baunilha
e a canela foram as que respectivamente geraram maior resposta em todas as espécies
analisadas em cativeiro. No campo foram encontrados cinco diferentes taxons, porém
nenhuma amostra de felino. A extrema rapidez na degradacdo do DNA associado ao insucesso
de captura nos levou a concluir que programas de amostragem ndo-invasiva de felinos por
armadilhas de pélos em regides subtropicais apresentam dificuldades consideravelmente
maiores do que estudos semelhantes em ambientes temperados.

Palavras-chave: degradacdo de DNA, isca olfativa, taxa de detecgao, regido subtropical.



Abstract

The use of hair snares as a method of noninvasive sampling has been widely used in
studies on the molecular ecology of wild mammals. However, in order for this method
to be efficient, it is crucial to delineate an experimental design that ensures both the
capture of hairs of the focus species and genetic material of good quality. With the goal
of designing a study on neotropical felids using hair snares, the present study has the
following objectives: (1) to measure the time for degradation of DNA of felid hairs
exposed to environmental conditions; (2) to assess differences in DNA quantities
extracted from hairs of different growth classes; (3) to test the efficiency of three
olfactory stimuli: catnip, cinnamon (both already tested in previous studies) and vanilla
to obtain hairs of six felid species using hair snares: Panthera onca, Leopardus
pardalis, L. wiedii, L. tigrinus, Puma concolor and P. yagouaroundi. The assessment of
DNA degradation was carried out using hairs of two captive felid species. The
efficiency of olfactory stimuli in detecting each felid species was carried out using
behavioral tests in captivity and by using hair snares in the Field. There were no
differences in DNA concentration of hairs of distinct classes. In addition, the
degradation of DNA in hairs exposed to environmental conditions was very fast, with
the concentration of DNA decreasing considerably starting on the second day. Of the
tested stimuli, cinnamon and vanilla elicited the strongest responses from the species in
captivity. Field collections obtained samples from five different taxa, none of which
were felines. The high velocity of DNA degradation, in combination with the lack of
success in field samplings, led us to conclude that feline noninvasive sampling
programs in subtropical regions provide considerably more difficulties than similar
studies in temperate environments.

Key-words: DNA degradation, scent lure, detection rate, subtropical region.



INTRODUCAO GERAL

A Regido Neotropical abriga 10 das 37 espécies existentes de felideos, as quais
sdo dividas em trés clados distintos: a linhagem das jaguatiricas [Leopardus pardalis
((Linnaeus, 1758)] que compreende todas as nove espécies do género Leopardus; a
linhagem dos pumas [Puma concolor (Linnaeus, 1771)] que compreende a duas
espécies do género Puma e a linhagem Panthera que € representada no Neotrdpico
apenas pela onca-pintada [Panthera onca (Linnaeus,1758)] (Johnson et al., 2006).
Dessas espécies, oito sdo encontradas no Brasil: jaguatirica, gato maracajd (Leopardus
wiedii), gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus), gato-do-mato-grande (Leopardus
geoffroyi), gato palheiro (Leopardus colocolo), gato-mourisco (Puma yagouaroundi),
onga-parda (Puma concolor) e onga-pintada (Panthera onca); e todas estdo ameacadas
em algum nivel, seja em listas locais (Marques et al., 2002; Bressan, et a.l, 2009; Braga
& Vidolin, 2010), nacional (Machado et al., 2008) e/ou internacional (IUCN, 2010).

Das espécies de carnivoros neotropicais, os felideos sao os que t€ém despertado
maior interesse de estudo pelos pesquisadores, € mesmo assim, dados da biologia dessas
espécies ainda sdo pouco conhecidos (Oliveira, 2006). A maioria dos estudos realizados
com esses animais sdo voltados para a dieta e drea de vida, porém, grande parte dao
enfoque apenas a algumas espécies como onga-pintada, onca-parda e jaguatirica. Ainda
existem muitas lacunas no nosso conhecimento como distribui¢do, tamanho
populacional e comportamento desses animais (Oliveira, 2006). A auséncia desse tipo
de informacdo € um empecilho grande para agdes conservacionistas que precisam de
dados da biologia e comportamento da espécie para tomar atitudes voltadas para a

preservacdo (Knight, 2001).



As principais dificuldades em estudar esses animais se devem aos seus proprios
habitos de vida e local onde vivem. Por se tratarem de animais de héabitos solitdrios e
que sdo, quase em totalidade, predominantemente noturnos, observagdes em campo sao
escassas 0 que torna custoso os estudos comportamentais (Oliveira & Cassaro, 2005;
Aguiar & Moro-Rios, 2010). Além disso, eles sdo animais que ocorrem em baixa
densidade, e a captura de alguma dessas espécies pode ser bastante dificultosa e cara
(Tomas et al., 2006).

Uma técnica, entretanto, que tem sido promissora com mamiferos que até entdao
eram dificeis de serem estudados sdo as técnicas de amostragem ndo-invasiva aplicadas
em estudos de ecologia molecular (Piggot & Taylor, 2003; Schwartz, et al., 2007;
Schwartz & Monfort, 2008; Beja-Pereira et al., 2009). Mesmo de dificil observagio, a
maioria dos felideos costumam andar em trilhas (o que facilita a captura de presas e o
patrulhamento do territério) e assim, costumam deixar marcas e rastros por onde passam
(Crawshaw, 1997). Indicios como pélos, fezes e urina que sdo deixados no ambiente
contém material genético desses animais. Com esse material e por meio de diferentes
marcadores moleculares € possivel saber o sexo (Pilgrin, et al., 2005), o individuo
(Reed et al., 1997; Ernest et al., 2000; Miotto et al, 2007), relagdes de parentesco
(Schenk & Kovacs, 1995; Soares et al., 2006) e novas técnicas ainda pouco
desenvolvidas prometem até mesmo no futuro estimar a idade dos animais (Nakagawa
et al., 2004). Com essas ferramentas € possivel fazer estudos de marcagdo-recaptura
(Boulanger et al., 2008), comportamento reprodutivo (Schenk & Kovacs, 1995; Wagner
et al., 2007), dispersdo e deslocamento (Gooper, et al., 2002Costello et al, 2008), testes
de paternidade (Soares et al., 2006) e dieta (Farrel et al, 2000; Pilgrin, et al., 2005).
Essas técnicas sdo bastante utilizadas em paises Europeus e da América do Norte e com

a acessibilidade e barateamento dos métodos, pesquisadores da Regido Neotropical
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estdo cada vez mais recorrendo a esses meios para entender melhor a biologia dessas

espécies (Soares et al., 2006; Miotto et al., 2007; Trigo et al., 2008).

Armadilhas de pélos

Para estudar carnivoros um dos materiais genéticos mais utilizados sao os pélos
(Kendall & McKelvey, 2008, Beja-Pereira et al. 2009). Eles podem ser encontrados em
tocas e trilhas (McKelvey etf al. 2006), mas o mais comum € utilizar armadilhas nao
invasivas para obter esse material. Existem diversos modelos de armadilhas e
geralmente eles sdo espécie especifico. Em estudos com ursos, por exemplo, um método
bastante utilizado s@o arames dispostos entre drvores delimitando certa drea. Ao entrar
nesse espago o animal precisa passar por cima ou por baixo dessa estrutura e acaba
tendo seus pélos presos e arrancados nas farpas do arame (Kendall & McKelvey, 2008).
Para espécies que costumam subir em arvores, € comum utilizar estacas de madeira
revestida de arame ou fita adesiva com um pedaco de comida no topo (Kendall &
McKelvey, 2008). No caso dos felideos as armadilhas mais comumente utilizadas sao as
chamadas rub pads ou hair snares que consistem de uma base vertical, revestida de
carpete ou velcro com pregos ou farpas de arame acopladas em sua estrutura. Elas
servem de substrato para o comportamento de marcagdo de cabeca dos felinos que ao
realizarem deixam seus pélos presos nessa estrutura (McDaniel et al., 2000; Weaver et
al., 2005; Kendall & McKelvey, 2008).

Para que as armadilhas com felideos funcionem, € bastante importante utilizar
um estimulo olfativo que seja eficaz em atrair e estimular o comportamento de
marcacdo dos animais. Contudo, sabe-se que diferentes espécies podem responder de
forma desigual a um determinado tipo de estimulo (Mellen, 1993). Em funcdo disso,

existem muitos estudos que testam diferentes tipos de odores a fim de avaliar qual é
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mais eficaz em instigar esse comportamento na espécie de interesse (Harrison, 1997;
McDaniel et al. 2000; Thomas et al., 2005; Castro-Arelano, et al.2008).

A maioria dos estimulos utilizados sdo sintéticos e imitam secrecdes e
hormoénios das espécies estudadas (Schlexer, 2008). Porém, esses atrativos sao
comercializados apenas em paises da América do Norte e sdo de dificil acesso aos
pesquisadores de outras regides. Um atrativo, porém que € de boa acessibilidade e tem
sido utilizado em diversos estudos € o extrato de catnip (Harrison, 1997; Mc Daniel, et
al, 2000; Castro-Arelano, et a.l, 2008; Schlexer, 2008). Existem também alguns
trabalhos que utilizam perfumes, como Castro-Arelano er al. (2008) que usaram o
perfume da Calvin Klein - Obsession for Men para atrair carnivoros em hair snares no
Meéxico. Outro atrativo que se mostrou eficaz em detectar ongas-pardas, e que além de
facil acesso € barato, foi a canela, utilizada por Martins (2009) na Estacao Ecolégica do
Jatai, SP, Brasil.

Embora sejam muitos os trabalhos que utilizam armadilhas de pélos e/ou testam
a eficdcia dos estimulos olfativos, a maioria deles s@ao concentrado na Regido Nedrtica
(Weaver et al., 2005; Bertrand et al. , 2006; McKelvey et al., 2006; Long, et al., 2007,
Ruell & Crooks, 2007; Thompson, 2010) e os trabalhos com felideos neotropicais
apenas concentrados na América Central (Harrison, 1997; Downey et al., 2007; Castro-
Arelano, et al., 2008). Atualmente existe apenas um trabalho nesse ambito na América
latina realizado por Martins (2009). Desta forma, pouco se sabe sobre a eficicia das
armadilhas de pélo e de diferentes estimulos olfativos na detec¢do dos animais da

regido.
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Degradagdo do DNA em amostras ndo invasivas

Mesmo com diversas vantagens, o uso de amostras de origem ndo invasiva
requer muita cautela. Materiais como fezes e pélos muitas vezes contém pouca
quantidade de DNA além de estarem sujeitos a fatores que degradam e/ou contaminam
a amostra (Taberlet et al.1996; Piggott & Taylor, 2003; Gilbert et al., 2006 ). Extratos
de baixa qualidade ou concentracio de DNA geram falhas na amplificacdo e erros
genotipicos que podem acarretar falsas inferéncias em estudos populacionais (Taberlet
et al.1996, Broquet et al., 2007)

De acordo com Morin et al. (2001) e Beja-Pereira et al. (2009) uma maneira de
evitar esses tipos de erros € selecionar previamente as amostras que sao potencialmente
boas, ou seja, que possuem DNA em quantidade e qualidade adequadas. E
recomendado, por exemplo, que estudos que utilizam fezes coletem amostras
aparentemente frescas e de preferéncia na estacdo seca. Isso porque estudos prévios
mostram que amostras que estdo expostas ha muito tempo no ambiente, principalmente
em locais Umidos, tem seu sucesso de amplificacdo reduzido além de aumentar
significativamente o aparecimento de erros genotipicos (Farrel et al., 2000; Murphy et

al. 2007; Brikman, et al., 2010).

Embora exista bastante esclarecimento em relagdo a degradacdo do DNA
contido nas fezes, sdo poucos os trabalhos que investigam os fatores que podem
degradar o material genético dos pélos. A maioria dos estudos nesse ambito sdo
voltados para material humano. Como cabelos e pélos s@o uma das principais evidéncias
da cena de um crime sdo muitos os estudos que investigam a influéncia da cor, tinturas
de cabelo, comprimento, grossura, fase de crescimento dos pélos e até mesmo pélos de

diversas regides do corpo no sucesso de amplificagio do DNA (Linch, et al., 1998;
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Pfeiffer et al., 1999 Roberts et al., 2007, Roberts & Calloway, 2007). O tnico estudo
que temos conhecimento que avaliou a influéncia de alguns fatores, inclusive exposi¢ao
ambiental, na degradacdo do DNA de pélos de animais silvestres, foi realizado por

Jeffery et al. (2007) com pélos de gorilas (Gorilla gorilla gorilla) na Africa Central.

Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi contribuir com informagdes ainda escassas, € que
podem ajudar pesquisadores da Regido Neotropical a delinear uma boa amostragem de
campo com armadilhas de pélos. Nosso principal foco de estudo foram os felideos
neotropicais, mas alguns dos resultados obtidos também poderdo ser estendidos a outras

espécies de carnivoros.

Para isso avaliamos:

I- O tempo de degradacdo do DNA contido nos pélos quando expostos no
ambiente. Assim serd possivel inferir sobre um intervalo ideal de amostragem
das armadilhas de pélos.

2- Classificar tipos de pélos de acordo com sua fase de crescimento e avaliar se
existem diferengas na concentragdo de DNA entre eles. Se constatada, essa
classificacdo pode auxiliar os pesquisadores a selecionarem os tipos de pélos
com maior concentragdo de DNA antes das andlises.

3- A eficdcia de trés atrativos (dois deles ja utilizados em outros estudos) no

sucesso de detec¢do dos felideos neotropicais em campo.
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Os resultados desse trabalho estdo apresentados em dois capitulos, sendo que um
deles ja estd em formato de artigo para publicacdo.
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Sumario

1- O uso das armadilhas de pé€los como método de amostragem nao-invasiva tem se
tornado uma ferramenta importante nos estudos com genética molecular de
mamiferos selvagens. Porém, qualquer tipo de material de origem ndo-invasiva
pode conter pouquissima quantidade de DNA, o que pode prejudicar as andlises
moleculares. Existem alguns fatores capazes de influenciar na quantidade e
qualidade do material genético contido nos pélos como fatores ambientais e a
fase de crescimento em que o pélo se encontra. Mesmo assim, S0 poucos os

estudos que avaliam a conseqiiéncia dessas varidveis no DNA de pélos de
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4-

mamiferos carnivoros, que sdo um dos principais alvos dos estudos genéticos
nao-invasivos.

Nesse estudo nds capturamos pélos de duas espécies de felideos mantidos em
cativeiro através de uma armadilha do tipo rub-pad. Em seguida, realizamos um
experimento onde avaliamos o tempo de degradacdo do DNA das amostras
quando expostas no ambiente. Através de uma andlise microscOpica de cada
material, verificamos também a propor¢do de pélos obtidos em cada fase de
crescimento (andgeno/catdgeno, telégeno com tecido associado e telégeno sem
tecido associado) e conferimos se existe diferenga na concentragdo de DNA em
cada uma das fases.

A fase telogeno sem tecido associado foi a classe mais encontrada nas armadilhas
de pé€los em ambas as espécies, seguida da telégeno com tecido associado e
andgeno/catageno. Nao houve diferenca na concentracdo de DNA entre as fases
encontradas.

Os pélos capturados e expostos ao longo da estacdo Umida tiveram
significativamente maior concentracdo de DNA do que os da estacdo seca. Além
disso, houve uma considerdvel queda na concentragdo de DNA em apenas dois
dias de exposicdo ambiental. Desta forma, estudos moleculares que utilizam
armadilhas de pélos em condi¢cdes de clima tropical e sub-tropical devem
monitorar suas armadilhas com freqiiéncia para evitar a degradacdo excessiva do

material genético.

Palavras-chaves: Concentracdo de DNA, efeitos da exposicdo ambiental, clico de

crescimento do pélo
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Introducao

O uso das armadilhas de pé€lo como técnica de amostragem nao-invasiva tem se
tornado uma ferramenta importante nos estudos de ecologia molecular com mamiferos
de vida livre (Morin & Woodruff 1996; Taberlet et al. 1997). Os beneficios da técnica
sdo diversos, entre eles estdo a facilidade em transportar as armadilhas para dreas
remotas, seu baixo custo, e a ndo necessidade de capturar ou perturbar os animais em
campo (Castro-Arelano et al., 2008). Por outro lado, estudos moleculares que utilizam
pélos, ou qualquer outro tipo de material ndo invasivo, a quantidade de DNA disponivel
para a tipagem genética pode ser muito baixa, sendo muitas vezes na faixa de
picogramas, o que leva a uma maior freqiiéncia de erros genotipicos (Taberlet et al.

1996).

A literatura ja descreve alguns fatores que podem influenciar na quantidade e
qualidade do material genético presente nos pélos. P€los obtidos por arrancamento, por
exemplo, contém quantidades maiores de DNA do que pé€los caidos naturalmente
(Morin, et al., 2001). Isso se deve ao seu ciclo de crescimento e degeneracdo. P€los no
inicio da sua fase de crescimento denominada andgeno, contém grandes quantidades de
células em estado mitético na regido do bulbo, e por isso, contém grande quantidade de
DNA. A medida que o pélo cresce, o bulbo vai entrando na fase catdgeno, caracterizado
pelo inicio do processo de degradacdo e morte celular. Em seguida, o bulbo fica
queratinizado e entra em estado de laténcia caracterizado pela fase telogeno, até ser
forcado para fora do foliculo por um pélo em crescimento (Kligman 1959). A maioria
dos pélos que caem naturalmente sdo oriundos da fase telégeno, e alguns trabalhos com
primaras mostram que eles possuem pouco (Jeffery, et al., 2007) ou nenhum sucesso de

amplificacdo (Linch, et al., 1998).
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Outro fator que interfere na quantidade e qualidade do DNA € a exposicao
ambiental do pélo, o qual fica sujeito aos efeitos degradantes da umidade, temperatura e
acdo microbial (Jeffery, et al., 2007). Contudo, s@o poucos os trabalhos que fornecem
dados sobre os efeitos da exposicio ambiental na concentracio e sucesso de
amplificacdo de DNA, exceto Jeferry et al. (2007) que avaliou um desses fatores em

pélos caidos de gorilas (Gorilla gorilla gorilla) em uma regido de clima tropical.

De acordo com Beja-Pereira et al. (2009) avaliar e assegurar a integridade do
material genético € um dos primeiros passos para evitar artefatos e viabilizar estudos
com amostras ndo-invasivas. Estudos que investigam os fatores que degradam o DNA
contido nos pélos ainda sdo escassos na literatura, principalmente com animais da
ordem carnivora que sdo os principais alvos dos estudos ndo-invasivos (Kendall &
McKelvey, 2008). Desta forma esse trabalho tem o objetivo de avaliar (1) o tempo de
degradacdo dos pélos de duas espécies de felideos obtidos através de armadilhas de
pélos quando expostos no ambiente; (2) a proporcdo de pélos em cada fase de
crescimento encontradas nas armadilhas e (3) se existe uma relacdo entre fase de
crescimento do pé€lo e a concentragdo de DNA presente em seu extrato. Com os
resultados dessa pesquisa faremos recomendagdes para os estudos de campo com
armadilhas de pélos que envolvam ndo s6 felinos, mas também outras espécies de

carnivoros.

Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi conduzido na cidade de Curitiba, localizada no Estado do Parani,

sul do Brasil. A regido possui altitude média de 934,6m e um clima subtropical imido
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mesotérmico (IAPAR, 2007). Quanto a vegetacdo, Curitiba situa-se na regido de
ocorréncia da floresta ombrofila mista e da estepe gramineo-lenhosa (Veloso-Filho et
al., 1991). O experimento foi realizado de Junho a Agosto de 2009 ( estacdo seca) e de
Janeiro a Mar¢o de 2010 (estagdo umida) A temperatura média e a chuva acumulada
registradas nesse periodo foram de 13,6 °C e 121,1 mm, e 21,4 °C e 214 mm para as
respectivas estacoes (SIMEPAR - http://www.simepar.bt/).

Para o experimento foram utilizados pélos de dois exemplares de fémeas adultas
de Leopardus pardalis e tré€s de Leopardus tigrinus mantidos no Zooldgico de Curitiba,
PR, Brasil. Para a coleta do material utilizamos armadilhas do tipo ““ rub pads” (Figura
1) as quais foram instaladas no periodo da manhd e retiradas apdés uma hora de

exposicao (periodo de tempo suficiente para obter um grande numero de pélos). Em

seguida, as armadilhas foram etiquetadas e levadas imediatamente ao laboratdrio.

Figura 1: L. pardalis se aproximando da armadilha de pélo do tipo rub pad (A) e se

esfregando na armadilha (B).

Identificacdo da fase de crescimento do bulbo

Para a identificacdo das fases de crescimento dos bulbos foram selecionados ao
acaso em média de 10 a 20 pélos por espécie. Em seguida, foram montadas laminas

individuais com dgua esterilizada de acordo com a metodologia de Jeffery et al. (2007),
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e analisadas através de um microscopio de luz. A andlise microscopica foi realizada
rapidamente para que a luz e a dgua alterassem o minimo possivel o DNA contido no
pélo. Os pélos foram separados em trés fases de crescimento conforme a morfologia do
bulbo de acordo com Linch er al, (1998) e Jeffery et al. (2007) com algumas
modificagdes. As fases classificadas foram: telégeno sem tecido associado, teldgeno

com tecido associado e andgeno/catdgeno.

Experimento da degradacdo do DNA

Terminado as andlises morfolégicas, cada amostra foi armazenada
individualmente em um tubo de polipropileno e encaminhada para o laboratério de
ecologia molecular. A extracdo do DNA contido em cada pélo foi realizada pelo kit EZ-
DNA (Biosystens) e a concentracdo do material genético contido no extrato foi medida
através do espectrofotometro Nanodrop® ND-1000. Apds a conclusdo dessas etapas, as
armadilhas que ainda continham dezenas de pélos foram encaminhadas para um
fragmento de floresta secunddaria localizado préximo ao laboratério para avaliar a
degradacdo do DNA sob condi¢des ambientais. As armadilhas foram instaladas dentro
de gaiolas de grade de ago para evitar que outros animais se esfregassem e misturassem
seus pélos com os das armadilhas. Para avaliar o tempo de degradacdo, as andlises
morfoldgicas e de concentracdo de DNA foram repetidas durante o 1°, 2°, 4°, 8% 16°
dia de exposi¢do. Foram realizadas trés réplicas do experimento em cada estacdo do ano
avaliando-se um total de 1062 pélos. Os dados obtidos foram convertidos para
logaritmo neperiano (In) para se ajustar a normalidade e analisados através de um
modelo linear generalizado, tendo como varidvel resposta a concentracao de DNA e as

demais varidveis como independentes.
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Resultados

As fases de crescimento identificadas estdo representadas na Figura 2. Foi
constatada uma predominancia dos pélos da fase telégeno sem tecido associado com
86.8% e 74.8 % nas armadilhas da jaguatirica e do gato-do-mato-pequeno. A segunda
classe mais encontrada foi a telégeno com tecido associado com 12.4% e 23.5% seguida
da classe andgeno/catigeno com 0.8% e 1.7 % respectivamente (Figura 3). Nao houve
diferenca significativa na concentracdo de DNA entre os tipos morfoldgicos dos bulbos

encontrados (p= 0,498, Tabela 1).

(c)

Figura 2: Microscopia de luz dos tipos morfoldgicos de bulbo. Fase Telégeno sem tecido associado (A),

Telégeno com tecido associado (B) e Andgeno/Catageno (C). Aumento de 200 x (A e B) e 100 x (C).
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Figura 3: Proporcdo das classes de bulbo encontradas nas armadilhas de pélos em L. pardalis
(Barra escura) e L. tigrinus (barra clara). (T, telégeno sem tecido germinativo; TT,
telégeno com tecido germinativo; AC,andgeno/catigeno)
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Houve uma diferenca significativa na concentracdo de DNA ao longo do tempo
(p = 0,032, Tabela 1), e a concentragdo obtida na estagdo quente foi maior que a
estacdo fria (p < 0,01) (Tabela 1).

Quando os dados de ambas as estagdes foram analisados juntos, foi constatada
uma queda marcante na concentracio do DNA até o segundo dia de exposi¢do
ambiental (Figura 4a). Contudo, os dados das diferentes estacdes foram analisados
separadamente, os resultados variaram substancialmente. Na estacdo seca, a
concentracdo de DNA caiu no segundo dia e aumentou depois do quarto dia (Figura 4
b). Na estacdo umida a concentracdo de DNA variou consideravelmente ao longo do

tempo, sem mostrar um padrao definido (Figura 4c)

Tabela 1: Resultado do Modelo Linear Generalizado.

Tratamento SS DL MS F p
Dias de Exposi¢ao 1,80 1 1,80 4,6 0,032%*
Espécie 0,42 1 0,42 1,08 0,300
Morfologia 0,18 1 0,18 0,46 0,498
Estacdo do ano 12,66 1 12,66 32,23 0,000*
Espécie*Morfologia 0,66 1 0,66 1,69 0,194
Espécie*Estacdo do ano 1,19 1 1,19 3,04 0,081
Morfologia*Estag¢ao do ano 0,98 1 0,98 2,50 0,114
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Figura 4: Concentracdo do DNA ao longo dos dias de exposi¢do ambiental. (A), todas as estagdes; (B),

estacdo seca; (C), estacdo timida.
Discussao

A amostragem realizada por meio das armadilhas de pélos provavelmente nao
representa a proporcdo de bulbos encontrados in-situ ji que ela pode conter pélos
arrancados e caidos naturalmente. Em gorilas, 48% dos pélos arrancados estdo na fase
andgeno/catageno e 52% tel6geno, enquanto que os pélos caidos naturalmente 99%
estdo na fase telégeno (Jeffery et al., 2007). Nesse contexto, a amostragem realizada

nesse estudo € bastante semelhante a amostragem de pélos caidos naturalmente ja que
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99 % de pélos analisados de ambas as espécies também estavam na fase teldgeno. Isso
pode ser uma evidéncia de que o modelo de armadilha utilizada ndo € eficaz em obter
pélos arrancados. Entretanto, para testar essa hipotese € preciso avaliar a propor¢do de
bulbos arrancados manualmente e as obtidas por armadilhas de pélos para as espécies
estudadas.

Estudos realizados com marcadores nucleares mostram que pélos na fase
telégeno contém pouco ou nenhum DNA em sua estrutura (Higuchi ef al. 1988; Allen et
al. 1998; Linch et al., 1998 e Jeffery et al. 2007). J4 outros trabalhos, mostram que o
DNA mitocondrial é abundante em pélos na fase tardia do crescimento e até mesmo em
pélos sem bulbo (Pfeifer er al. , 1999; Roberts & Calloway, 2009). Desta forma, a
similaridade na concentracdo de DNA encontrada em todas as fases nesse estudo pode
ter ocorrido devido a alta concentragdo de DNA mitocondrial, mascarando uma possivel
reduc¢do na concentragdo do DNA nuclear ao longo do desenvolvimento do pélo.

A maior concentracdo de DNA encontrada nos pélos expostos ao longo da
estacdo umida foi inesperada, j4 que estudos mostram que a chuva aumenta
significativamente as taxas de degradacdo do DNA contido em fezes (Farrel et al.,
2000; Murphy et al., 2007; Brikman, et al., 2009). A auséncia de um padrdo 6bvio nas
concentracdes de DNA ao longo do tempo nas diferentes estacdes também foi
inesperada e dificil de explicar. Porém, o resultado consistente obtido quando todas as
amostras foram analisadas juntas pode ser uma evidéncia de que o esforco amostral por
estacdo nao tenha sido suficiente para avalid-las separadamente.

A diminui¢cdo da concentracdo de DNA a partir do segundo dia de exposicao
ambiental foi ainda mais rdpida do que a encontrada por Jeffery et al., (2007). Em seu
estudo com pélos de gorilas na regido tropical, a degradacdo do DNA ocorreu até o

terceiro dia de exposi¢do ambiental. Embora esses autores tenham analisado o sucesso
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de amplificacdo e ndo a concentracio de DNA, ambos os estudos reforcam o qudo
rapido o DNA contido nos pé€los degrada em ambientes tropicais e subtropicais imidos.
Diversos estudos mostram que materiais degradados ou com quantidade de DNA muito
reduzida provocam erros genotipicos, encarecem consideravelmente as andlises ou
podem até ser invidveis para estudos moleculares (Taberlet, et al., 1996; Tarbelet, et al.,
1999; Morin et al., 2001; Brinkman et al., 2009). Desta forma, devido a rdpida taxa de
degradacdo encontrada em pélos de felideos e primatas (Jeffery, et al, 2007),
recomendamos que os pesquisadores de campo revisem suas armadilhas a cada um ou

dois dias de amostragem evitando possiveis complicacdes em suas andlises moleculares.
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Capitulo 2

Testando diferentes estimulos olfativos para detectar felideos

neotropicais em armadilhas de pélos

*Esse trabalho ainda nio estd em formato para publicacdo. Ele teve colaboracio do Biol. Diego R. Bilski
e co-orientacdo do Prof. Dr. Fernando Passos do Laboratdrio de Biodiversidade, Conservagdo e Ecologia

de Animais Silvestres/UFPR.

Resumo

O uso de rub-pads como método de amostragem ndo-invasiva tem se tornado uma
ferramenta importante nos estudos de ecologia molecular de mamiferos de vida-livre.
Contudo, para o método funcionar € preciso identificar um estimulo olfativo que seja
eficaz em atrair e estimular o comportamento de marcacdo de cabeca dos animais nas
armadilhas. Com objetivo de estudar as populagcdes de felideos que ocorrem no Parque
Estadual do Marumbi testamos a eficicia de trés atrativos: Catnip, Canela (ambas com a
eficicia comprovada em outros estudos) e Baunilha em detectar seis espécies de
felideos ocorrentes na regido: Leopardus pardalis, Leopardus tigrinus, Lepoardus
wiedii, Puma concolor, Puma yagouaroundi e Panthera onca. Foram realizados testes
comportamentais com animais de cativeiro para verificar possiveis diferencas na
resposta entre estimulos e espécies. Em seguida, foram realizadas amostragens de
campo para avaliar se essas diferencas também sao encontradas em campo. Em
cativeiro a onca-parda foi o tunico animal que ndo se esfregou em nenhum dos
estimulos, e dos animais que interagiram, a baunilha e a canela foram as que
respectivamente geraram maior resposta. No campo foram detectados cinco taxons:
Cebus nigritus, Cerdocyon thous, Lontra longicaudis, Procyon cancrivorous € uma

espécie nao identificada, porém nenhuma espécie alvo foi detectada. Esse estudo aponta
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a incerteza da eficacia do método e a necessidade de se avaliar outros fatores e ndo sé os

estimulos como determinantes para o sucesso ou insucesso do método.

Introducao

Uma técnica que tem revolucionado a pesquisa com animais silvestres,
principalmente as que envolvem espécies cripticas, tem sido a técnica de genética
molecular por métodos ndo invasivos. Através da coleta e extracdo do DNA de fezes,
pélos, urina e saliva, muitos pesquisadores tem elucidado questdes importantes como
estrutura genética, padrdo de movimentacdo, abundancia, conectividade entre
populagdes e relagdes sociais, que sdo bastante dificeis ou até impossiveis de se obter
através de métodos indiretos tradicionais (Haig, 1998; Piggot & Taylor, 2003;

Schwartz, et al., 2006 Scwartz & Monfort, 2008; Beja-Pereira et al., 2009).

Um dos materiais genéticos mais utilizados com carnivoros sdo os pélos
(Kendall & McKelvey, 2008, Beja-Pereira et al. 2009). Ao contrério das fezes que sdao
encontradas naturalmente no ambiente, os pélos na maioria das vezes requerem o uso de
armadilhas especificas. Para felideos, as armadilhas mais utilizadas sdo os “rub pads”,
que consistem de uma superficie revestida de carpete ou velcro, com farpas de arames
ou até mesmo pregos acoplados em sua estrutura. Essa base serve de substrato para o
comportamento de esfregacdo dos felinos, que ao fazé-lo, tem seus pélos arrancados e

presos no dispositivo (Kendall & McKelvey, 2008).

Para o método funcionar é importante escolher um estimulo olfativo que seja
eficaz em atrair e estimular o comportamento de esfregacdo dos felinos. A resposta
frente a um estimulo pode variar entre espécies e individuos (Mellen, 1993), e segundo
Harrison (1997) € de extrema importancia a aplicagc@o de testes em cativeiro € no campo

para avaliar a eficicia do método antes de iniciar um estudo. A identificacdo de
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estimulos cientificamente validos também pode poupar verbas e auxiliar o delineamento

de amostragem de futuras pesquisas (Schlexer, 2008).

Na regido neotropical sdo poucos os trabalhos que utilizam armadilhas de pélos,
sendo a maioria deles concentrados no México (Harrison, 1997; Downey et al., 2007,
Castro-Arelano, et al, 2008) podendo se citar apenas um trabalho realizado na América
do Sul (Martins, 2009). Em contraste com as diversas publicagdes existentes na regido
nedartica (Weaver et al., 2005; Bertrand et al., 2006; McKelvey et al., 2006; Long et al.,
2007; Ruell & Crooks, 2007; Thompson, 2010), essa escassez mostra o quanto &
precério o nosso conhecimento a respeito da efetividade do método com os animais da

regido.

Com a finalidade de estudar felideos neotropicais, fizemos um estudo avaliando
a eficdcia de trés estimulos olfativos na deteccao das seis espécies ocorrentes na regiao
sul do Brasil: onca-pintada (Panthera onca), onga-parda (Puma concolor), jaguatirica
(Leopardus pardalis), gato-maracaja (Leopardus wiedii), gato-do-mato-pequeno
(Leopardus tigrinus) e gato-mourisco (Puma yagouaroundi). Para tal avaliamos (1) a
resposta comportamental das espécies diante dos estimulos em cativeiro (2) a eficicia
dos estimulos em detectar as seis espécies de felideos no campo (3) se existe relagdao
entre as respostas comportamentais em cativeiro e o sucesso de detec¢do no campo para

os diferentes estimulos e espécies.

Material e Métodos

Os estimulos olfativos escolhidos foram catnip®, canela e baunilha. O catnip é
amplamente utilizado em diversos estudos com armadilhas de pélos (Harrison, 1997;
Mc Daniel, et al., 2000 Castro-Arelano, et al., 2008; Schlexer, 2008; Martins, 2009) e

a canela foi utilizada com sucesso por Martins (2009) em detectar onc¢as-pardas em uma
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regido de cerrado na Estacdo Ecoldgica de Jatai, SP, Brasil. A baunilha nunca foi
utilizada em estudos anteriores, mas ela se mostrou eficaz em estimular o
comportamento de esfregacdo dos felinos cativos em testes preliminares. Nesse estudo
buscou-se utilizar estimulos féaceis de serem encontrados, principalmente por

pesquisadores da regido neotropical.

Foram realizados testes comportamentais com dez exemplares cativos de
jaguatirica, sete de gato-maracajd, seis de gato-do-mato-pequeno, seis de onga-parda,
cinco de gato-mourisco e cinco de onga-pintada mantidos no Zooldgico de Curitiba,
(PR), no Criadouro Conservacionista Onca-Pintada (Curitiba, PR) e na Associacdo
Mata Ciliar (Jundiai, SP). Foi disposto em cada recinto um bloco de madeira por
animal embebido com um dos estimulos olfativos. Em seguida, foram realizadas
observacdes de uma hora onde foram registrados possiveis comportamentos de
esfregacdo na madeira e o tempo de duracdo do comportamento. Todos os individuos
receberam os trés estimulos em dias diferentes e a ordem de apresentacdao de cada um
foi realizada por sorteio. Como controle negativo, os testes comportamentais foram
repetidos com a madeira sem nenhum estimulo. Foi utilizada analise de variancia ndo-
parametrica de Friedman para avaliar se houve diferenca nas interacOes entre os
estimulos por espécie. Quando houve resultados significativos foi utilizado o teste de

Wilcoxon para analisar os dados por pares.

Os testes em campo foram realizados no Parque Estadual do Pico do Marumbi,
localizado na cidade de Morretes, Parand. O Parque possui uma area de mais de 8.000
hectares e estd inserido no dominio da Floresa Onbréfila Densa, apresentando sub-
formacdes sub-montana, montana e alto-montana (Struminski, 2001). O clima do
PEPM, de acordo com a classificacao climatica de Koppen, é Cfb — com verdes frescos,

geadas freqiientes e sem estacdo seca, com a média de temperatura do més mais quente
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inferior a 22 °C e do més mais frio inferior a 18 °C, sem deficiéncia hidrica (SEMA-
IAP,1996). As amostragens foram realizadas durante os meses de julho e agosto de
2009 e abril, maio, junho e julho de 2010. Durante esse periodo foram dispostas
armadilhas (figura 1) em estacdes moéveis como as descritas por Downey et al. (2007).
Foram amostrados sete transectos, cada um com um numero varidvel de armadilha. As
armadilhas com cada um dos estimulos foram intercaladas ao longo da trilha, de modo
que cada uma contivesse 0 mesmo numero de armadilhas com os trés estimulos. O
esforco amostral foi calculado de acordo com Castro-Arelano, et al. (2008) sendo de
1551 armadilhas-noite. A identificacdo dos pélos obtidos foi realizada por comparagdes
microscOpicas dos padrdes cuticulares e medulares presentes na chave de identificagdo
de Quadros (2002). A preparagdo das laminas com os pélos foi realizada de acordo com

a metodologia de Quadros & Monteiro-Filho (2006).

Figura 1: Armadilha de pélo utilizada no Parque Estadual do Marumbi.
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Resultados

O ntimero de individuos por espécie que interagiram e a média do tempo que os
animais se esfregaram em cada estimulo estdo representados nas figuras 2-7. Das
espécies estudadas a onga-parda foi a Unica que ndo se esfregou em nenhum dos
tratamentos. A jaguatirica, gato-maracajd e o gato-do-mato-pequeno apresentaram
diferengas significativas na interacdo entre os estimulos e o controle negativo
(Friedman: x? =16.9, p=0.0007 para jaguatirica; x? = 9.76, p= 0.020 para maracaji e x=
8.37, p= 0.038 para gato-do-mato-pequeno). Os resultados do teste de Wilcoxon
apresentados na tabela 1 mostraram que a jaguatirica interagiu significativamente mais
com a canela e a baunilha do que o catnip e o controle, e 0 gato maracajd interagiu mais
com a baunilha do que o catnip e o controle, ndo havendo diferenca entre os outros
estimulos. N@o houve resultado significativo quando os dados foram avaliados por pares
para gato-do-mato-pequeno. Analisando-se todas as espécies que interagiram a pelo

menos um estimulo, a baunilha foi o estimulo que gerou maior resposta.
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Figuras 2-7. Numero de individuos que interagiram aos estimulos (barra cinza escuro) e os que ndo
interagiram (barra cinza claro). Média em segundos do comportamento de esfregacdo dos animais para
cada estimulo (barra preta). P. onca (2a-b), P. yagouaroundi (3a-b), L .paradalis (4a-b), L. wiedii (5a-b),
L. tigrinus (6a-b), todas as espécies escluindo P. concolor (7a-b).

Tabela 1: Resultados por pares do teste Wilcoxon para as espécies que apresentaram diferencas nas
respostas entre os estimulos. Os estimulos avaliados foram: Canela (Can), Baunilha (Bau), Catnip (Cat),
Controle (Ctr). n= niimero de individuos analisados, * p< 0.05, ** p < 0.001.

Can/Bau Can/Cat Can/Ctr Bau/Cat Baw/Ctr Cat/Ctr

n VA P VA P Z P Z P VA P VA P

Jaguatirica 10 1.35 0.176 2.02 0.043* 2.02 0.043* 2.36 0.017* 2.36 0.017* - -
Maracaja 7 1.21 0.224 0.67 0.500 1.48 0.138 2.02 0.043* 2.02 0.043* - -

Gato-do-mato-pequeno 6 1.60  0.108 1.60 0.108 1.60 0.108 1.60 0.108 1.60 0.108 - -

Todas as espécies ' 33 210 0.035% 253 0.011* 3.29  0.0009*% 354 0.0003** 351 00004** 127 0202

! todas as espécies excluindo P. concolor
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Nenhum felino foi detectado nos testes em campo. Entre as poucas espécies
detectadas estavam Lontra longicaudis, Cerdocyon thous, Procyon cancrivorus e Cebus
nigritus. Nao foi possivel identificar uma das amostras de pélos, pois ela apresentou um
padrdao micro estrutural diferente do encontrado na chave de identificacdo. O estimulo
que mais detectou os animais em campo foi catnip seguido da canela (tabela 2).

Tabela 2: Espécies detectadas pelas armadilhas de pélos com Canela
(Can), Baunilha (Bau) e Catnip (Cat).

Espécie Nome popular N° de capturas
Primates Can Bau Cat
Cebidae

Cebus nigritus Macaco-prego - - 1
Carnivora
Canidae

Cerdocyon thous Cachorro-do-mato
Mustelidae

Lontra longicaudis Lontra 1 - -
Procyonidae

Procyon cancrivorous Mao-pelada 1 - -

1
1
—

Espécie ndo identificada - - 1

Total 2 - 3

Discussao

Embora o catnip seja amplamente utilizado em atrair felideos nas armadilhas de
pélos (Harrison, 1997; Mc Daniel, et al, 2000 Castro-Arelano, et al, 2008; Schlexer,
2008; Martins, 2009) ele foi o estimulo que em cativeiro gerou menor resposta entre as
espécies. A canela foi utilizada apenas uma vez, com sucesso, em detectar varios
individuos de puma na regido de cerrado (Martins, 2009), entretanto, nesse estudo
nenhum exemplar dessa espécie interagiu a esse estimulo. Mesmo assim ele foi

responsavel pela interacdo de todas as outras espécies tornando-se um atrativo em
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potencial para detectar felinos no campo, junto com a baunilha, que gerou maior
resposta entre todos os animais testados.

Devido a nao-detec¢do dos felinos, ndo foi possivel fazer relacdes entre a taxa de
deteccao no campo e a resposta comportamental dos animais em cativeiro. No trabalho
de Harrison (1997), essa relacdo também nao foi realizada devido a baixa deteccdo
desses animais em campo. Porém, quando foram avaliadas as capturas de todos os
carnivoros e de outros tdxons, os estimulos que mais detectaram foram os que também
geraram maior resposta nos felinos cativos. Nesse estudo, porém, se levarmos em conta
todas as capturas, um dos estimulos que gerou maior resposta nos felinos, a baunilha,
surpreendentemente ndo detectou nenhuma espécie em campo.

Embora sejam muitos os trabalhos que tiveram sucesso em atrair felinos nas
armadilhas de pélos (McDaniel et al. 2000, Weaver et al. 2005, Castro-Arelano, et al.
2008 e Martins 2009), ndo sdao poucos os estudos, que assim como este, nao alcangaram
o mesmo resultado. Harrison (1997) e Thomas et al. (2005), por exemplo, detectaram
algumas espécies de felinos como gato-mourisco, gato-maracajd, jaguatirica, e ledes
(Panthera leo) e leopardos (Panthera pardus) respectivamente, mas o nimero de
amostras foi muito pequeno, o que tornou o método de amostragem por armadilhas de
pélos invidvel para o estudo dessas populagdes. J4 Downey et al. (2007) e Thompson
(2010), que pretendiam estudar gato-maracajd e puma respectivamente, assim como este
trabalho, conseguiram amostras de diversas espécies generalistas ocorrentes na regiao,
porém nenhuma das espécies alvos.

Existem algumas hipéteses na literatura que tentam explicar a falta de sucesso
em alguns trabalhos. Através de uma revisdo bibliografica, Downey et al. (2007) ndo
encontrou uma relagdo entre os estimulos utilizados e os trabalhos que tiveram ou néo

sucesso. Isso pode ser constatado nesse estudo, ja que dois dos estimulos empregados
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foram eficazes em detectar uma das espécies alvos em outro trabalho (Martins, 2009).
De acordo com Gu & Swihart (2003) baixas taxas de deteccdo estdo relacionadas a
espécies que ocorrem em baixa densidade e que possuem grandes territorios. Esse € o
caso dos felinos, principalmente os de grande porte como ongas-pintadas e ongas-pardas
que podem ter um territério de até mais de 100 Km? (Silveira, 2004, Cullen Jr. 2006).
Existem outros fatores que podem interferir no sucesso do método como o habitat onde
o estudo é conduzido, pressao de caga (Castro-Arelano et al., 2008) e regides onde os
felinos ocorrem em simpatria com Gray Foxes (Urocyon cinereoargenteus) (Downey et
al., 2007) porém foram poucos os trabalhos que os testaram devidamente.

Devido a muitos fatores que levam a incerteza da eficicia do método
recomendamos que futuros estudos com felideos busquem outras fontes de material
genético como os contidos nas fezes. Embora elas tenham a desvantagem de poder
conter material inibidor de amplificacdo (Waits & Peatkau, 2006) e DNA dos animais
predados (Piggott & Taylor, 2003) elas podem ser facilmente encontradas por busca
ativa (Heinemeyer, et al., 2008) ou com o auxilio de cédes farejadores (Harrison, 2006,
Long et al., 2007, MacKay et al., 2008). No entanto, recomendamos que futuros estudos
com armadilhas de pé€los ndo foquem apenas na eficdcia dos estimulos, mas também em
diversos outros fatores que podem determinar o sucesso do método. Estudos com esse
enfoque poderdo auxiliar futuros pesquisadores a planejarem seus trabalhos de campo, e
a ndo perderem tempo nem dinheiro com uma metodologia que em determinadas

condig¢des possui grandes chances de falhar.

44



Referéncias Bibliograficas

Bertrand, A.-S.; S. Kenn, D. Gallant, E. Tremblay, L. Vasseur & R. Wissink. (2006).
MtDNA analyses on hair samples confirm cougar, Puma concolor, presence in
southern New Brunswick, Eastern Canada. Canadian Field-Naturalist 120 (4),
438-442.

Beja-Pereira, A., Oliveira, R., Alves, P. C., Schwartz, M. K. & Luikart, G. (2009)
Advancing ecological understandings through technological transformation in
noninvasive genetics. Molecular Ecology Resources 9, 1279-1301.

Castro-Arelano, 1., Madrid-Luna, C., Lacher, T. E., Léon-Paniagua, L. (2008). Hair-
Trap efficacy for detecting mammalian carnivores in the tropics. The Journal of
Wildlife Management 72, 1405-1412.

Cullen Jr. L. (2006). Jaguar as landscape detectives for the conservation in the Atlantic
Forest of Brazil. Doctoral Thesis. University of Kent, United Kingdom.

Downey P. J.; E. C. Hellgren; A. Caso; S. Carvajal; K. Frangioso. (2007). Hair Snares
for Noninvasive Sampling of Felids in North America: Do Gray Foxes Affect
Success? Journal of Wildlife Management 71 (6), 2090-2094.

Gu, W., and R. K. Swihart. 2003. Absent or undetected? Effects of non-detection of
species occurrence on wildlife-habitat models. Biological Conservation 116 (2),
195-203. 116

Haig, S. (1998). Molecular contributions to conservation. Ecology 79:413—-425.

Harrison, R. L. (1997). Chemical attractants for Central American felids. Wildlife
Society Bulletin 25, 93-97

Harrison, R. L. (2006) A Comparison of Survey Methods for Detecting Bobcats.

Wildlife Society Bulletin 34 (2): 548-552.

45



Heinemeyer, K. S, T. J. Ulizio, and R. L. Harrison. 2008. Natural sign: tracks and scats.
In Noninvasive survey methods for carnivores, ed. R. Long, P. MacKay, W.
Zielinski, and J.C. Ray, 45-74. Washington, D.C., USA: Island Press.

Kendall, K. C., Mckelvey, K. S. (2008). Hair collection. In: Long, R. A.; Mackay, P.
Zielinski, W. J.; Ray, J. C. Noninvasive survey methods for carnivores. 135-176.
Washington, D.C., USA :Island Press.

Long, R. A.; T. Donovan; P. Mackay; W. J. Zielinski; J.S. Buzas. (2007). Comparing
scat detection dogs, cameras, and hair snares for surveying carnivores. Journal
of Wildlife Management 71 (6), 2018-2025.

McDaniel, G. W., McKelvey, K. S., Squires, J. R., Ruggiero, L. F. (2000) Efficacy of
lures and hair snares to detect lynx. Wildlife Society Bulletin 28 (1), 119-123.

McKelvey, K.S., Kienast, J. V., Aubry, K. B., Koehler, G. M., Maletzke, B. T., Squires,
J. R., Linquist, E. L., Loch, S. Schwartz, M. K. (2006). DNA analysis of hair
and scat collected along snow tracks to document the presence of Canada lynx
(Lynx canadensis). Wildlife Society Bulletin 34, 451-455.

MacKay, P., D. A. Smith, R. A. Long, and M. Parker. 2008. Scat detection dogs. In
Noninvasive survey methods for carnivores, ed. R. Long, P. MacKay, W.
Zielinski, and J.C. Ray, 183-222. Washington, D.C., USA: Island Press.

Martins, N. (2009) Padroniza¢do de um protocolo para a extracdo de DNA a partir de
pélos e individualizacdo de amostras de pélos de onga-parda (Puma concolor)
obtidos por meio de armadilhas ndo invasivas. Monografia, Universidade
Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, SP, Brasil.

Mellen, J. D. (1993). A Comparative Analysis of Scent-Marking, Social and
Reproductive Behavior in 20 Species of Small Cats (Felis). Integrative and

comparative biology 3 (2), 1551-166

46



Piggott, M. P. & A. C. Taylor. (2003). Remote collection of animal DNA and its
applications in conservation management and understanding the population
biology of rare and cryptic species. Wildlife Research 30, 1-13.

Quadros, J. (2002). Identificagdo microscopica de pé€los de mamiferos e suas aplicagcdes
no estudo da dieta de carnivoros. Tese de Doutorado, Universidade Federal do
Parana.

Quadros, J. & Monteiro-Filho, E.L.A. (2006). Coleta e preparacdo de pélos de
mamiferos para identificacio em microscopia Optica. Revista Brasileira de
Zoologia

23 (1), 274-278.

Ruell, W. W., and K. R. Crooks. (2007). Evaluation of non-invasive genetic sampling
methods for felid and canid populations. Journal of Wildlife Management 71,
1690-1694.

Schlexer, F. V. (2008) Attracting Animals to Detection Devices. In: Long, R. A;
Mackay, P. Zielinski, W. J.; Ray, J. C. Noninvasive survey methods for
carnivores. 263-292. Washington, D.C., USA: Island Press.

Schwartz MK, Luikart G, and Waples RS. (2007). Genetic monitoring as a promising
tool for conservation and management. Trends in Ecology and Evolution 22: 25-
33.

Schwartz M. K. and Monfort S. L. (2008). Genetic and Endocrine Tools for Carnivore
Surveys. In: Long RA, MacKay P, Ray JC, Zielinski W] (eds) Noninvasive
survey methods for North American carnivores. 238-262 Washington D.C.:.
Island Press,

SEMA-IAP.(1996). Plano de Manejo do Parque Estadual do Pico do Marumbi - PR.

Secretaria de Estado do Meio Ambiente-Instituto Ambiental do Parana, Curitiba.

47



Silveira, L.(2004). Ecologia comparada e Conserva¢do da Onca-pintada (Panthera
onca) e Onga-parda (Puma concolor), no Cerrado e Pantanal. Tese de Doutorado
em Biologia Animal. Universidade de Brasilia.

Struminski, E. (2001) Parque Estadual Pico do Marumbi. Curitiba: Editora UFPR.

Thomas, P. Balme, G. Hunter, L. McCabe-Parodi, J. (2005) Using scent attractants to
non-invasively collect hair samples from cheetahs, leopards and lions. Animal
Keeper’s Forum 7 (8), 342-384.

Thompson, D. M. (2010) Noninvasive approaches to reduce human-cougar conflict in
protected areas on the west coast of Vancouver island. Master thesis. University
of Victoria.

Waits, L. P.; Peatkau, D. (2005). Noninvasive genetic sampling tools for wildlife
biologists: a review of applications and recommendations for accurate data
collection. Journal of Wildlife Management, 69 (4), p. 1419-1433.

Weaver, J. L., P. Wood, D. Paetkau, and L. L. Laack. (2005). Use of scented hair snares

to detect ocelots. Wildlife Society Bulletin 33, 1384—1391.

48



Consideracoes Finais

A maioria dos trabalhos que utilizam armadilhas de pélos as deixam em campo
por um longo periodo de tempo, e as revisOes sdo feitas apos semanas ou até mesmo
depois de um meés de amostragem (McDaniel, et al., 2000; Bertrand et al., 2006;
Downey et al., 2006; Castro-Arelano et al., 2008; Martins, 2009). Sao raros os estudos
que as conferem a cada um ou dois dias (Weaver, 2005). Isso ocorre devido a baixa taxa
de deteccdo desses animais, o que € esperado levando em conta as espécies que estao
sendo amostradas e que ocorrem naturalmente em menor densidade (MacKay et al.,
2008).

Embora o custo-beneficio seja maior quando as armadilhas sdo revisadas em um
intervalo grande de tempo, quando levamos em consideracdo as andlises moleculares
esse tipo de amostragem ndo € vantajosa. Nesse estudo (Cap. 1) constatamos que o
DNA contido nos pélos é rapidamente degradado em apenas dois dias de exposicao
ambiental, e a coleta tardia desse material pode prejudicar seriamente as andlises
moleculares. Isso talvez explique o baixo nimero de estudos com felideos que
genotipam os pélos obtidos por esse método. A maioria dos trabalhos fazem apenas a
identificacdo molecular das espécies através do DNA mitocondrial, que pode ser
abundante até mesmo em amostras degradadas (Gilbert et al., 2006; Roberts &
Calloway, 2007). Apenas dois estudos utilizaram marcadores de microsatélites em pélos
de felideos obtidos por rub pads. O primeiro foi realizado por Weaver et al. (2005) o
qual curiosamente também foi o tinico estudo com felideos que revisou suas armadilhas
diariamente. E outro realizado por Martins (2009), que mesmo revisando suas
armadilhas uma vez por més, conseguiu amplificar seis primers de microssatélites na

maioria de suas amostras.
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Embora alguns autores enfatizem a importancia de testar os estimulos em
cativeiro e isso ja ter sido feito em outros estudos (Harrison, 1997; McDaniel et al.,
2000; Weaver et al. , 2005, Thomas et al., 2005; Schlexer, 2008) nao encontramos
relacdo entre sucesso de interacdo em cativeiro e sucesso de detec¢do no campo (cap. 2).
Nao s6 pelo fato de ndo termos detectado nenhum felino em campo, mas também,
porque espécies que ja foram atraidas por atrativos como catnip e/ou canela em outros
trabalhos (Weaver et al., 2005; Castro-Arelano et al., 2008; Martins, 2009) nao
interagiram ou se interessaram muito pouco por esses estimulos em cativeiro (cap. 2).

Existem algumas hipéteses que podem estar relacionadas com a baixa deteccdo
dos animais na regido. Uma delas € a baixa abundincia dos animais que ocorrem no
local. Além dos felinos ocorrerem em menor densidade populacional, a abundancia dos
mamiferos de médio e grande porte na floresta ombroéfila densa montana e sub-montana
costuma ser menor em relacdo aos outros tipos florestais de Mata Atlantica (Galetti et
al., 2009). Outro fator € a grande visitacdo que o parque recebe e a alta pressao de caga.
Durante o periodo de amostragem, houve momentos em que ouvimos tiros, cachorros
latindo durante a noite e houve até um encontro com armadilhas de cagca por um
funciondrio do parque. Segundo Thomas et al. (2005) e Castro-Arelano et al., (2008)
visitacdo humana e pressdao de caca podem ser fatores que interferem no sucesso de
amostragem por armadilhas de pélos.

Mesmo com alguns autores enfatizando a importancia do método (Castro-
Weaver et al., 2005; Castro-Arelano et al., 2008; Kendall & McKelvey, 2008) ndo
foram poucos os estudos que ndo tiveram sucesso (Downey et al., 2007; Thompson
2010) ou que obtiveram uma amostragem baixa de felideos em rub pads (Harrison
1997; Thomas et al. 2005). A grande taxa de insucesso do método associada a rapidez

da degradacao do DNA contido no pélo (cap 1), nos leva a concluir que a armadilha de
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pélo ndo € um bom método de amostragem para estudos de ecologia molecular com

felideos neotropicais.
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