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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Charle Ferreira Cris6stomo

Perturbacdes na dinamica das populacdes de mamiferos silvestres reservatorios
estdo associadas a emergéncia e/ou re-emergéncia de varias zoonoses, em nivel
global. Esta tese teve como objetivo realizar um estudo sobre a fauna de pequenos
mamiferos e seus agentes zoonoticos associados, em sete areas de florestas com
diferentes graus de conservacéo, no estado do Acre. Trés destas areas (Floresta do
Parque Zoobotanico-FPZ, Reserva Florestal Humaita-RFH e Floresta do Seringal
Cachoeira-FSC) foram selecionadas para estudos comparativos sobre a composicao
da fauna e a preferéncia de habitat, bem como a utilizacdo do estrato vegetal pelos
peguenos mamiferos. Os animais foram capturados a partir de oito expedi¢cfes entre
os anos de 2013 a 2016. Foram capturados 534 espécimes de mamiferos,
representando 7 ordens e 11 familias, em particular, 321 espécimes de roedores,
pertencentes a quatro familias e 20 espécies, e 202 espécimes de marsupiais. Entre
0s roedores, as analises moleculares e cariotipicas indicaram que as espécies aqui
chamadas de Proechimys aff. gardneri e Oecomys sp. podem representar unidades
taxondmicas distintas. Além disso um novo cariétipo foi encontrado para Neacomys
chamado nesse estudo de Neacomys aff. musseri. Entre os marsupiais, foi ampliada
a distribuicdo da espécie Monodelphis peruviana para as terras baixas da Amazoénia
do oeste brasileiro, no estado do Acre. Dois dentre 88 roedores apresentaram
sororeatividade para hantavirus (Hylaeamys yunganus e Neacomys spinosus), ambos
ja reportados com hantavirus na Amazénia peruana. Este € o primeiro registro de

infeccdo por Bartonella spp. em marsupiais (Marmosops ocellatus), bem como nos
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roedores Euryoryzomys macconnelli, Neacomys spinosus e Proechimys aff. gardneri.
Apenas a espécie H. yunganus ja havia sido reportada infectada por Bartonella no
Peru. As andlises também forneceram o primeiro registro de infeccdo por Bartonella
em marsupiais (Marmosops ocellatus), bem como o0s roedores Euryoryzomys
macconnelli, Neacomys spinosus e Proechimys aff. Gardneri. A Bartonella s6 havia
sido registrada anteriormente em H. yunganus, do Peru. Pequenos mamiferos foram
mais diversificados e abundantes em areas com menor perturbacdo antropogénica
(FSC e RFH), e menos diversificada e abundante na FPZ, a area mais perturbada. A
perturbacdo humana parece estar mudando a biodiversidade encontrada no FPZ. Este
estudo confima o alto valor biolégico e complexidade taxon6mica das diversas
espécies de pequenos mamiferos do Acre, alem de apontar para a necessidade de

mais estudos sobre a transmissao de hantavirus e bartonelas na Amazo6nia Ocidental.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSIDADE E SAUDE

Charle Ferreira Cris6stomo

The disturbance of the population dynamics of a mammalian reservoir may result in
the emergence and/or re-emergence of a zoonosis at a global level. This thesis
investigated the small mammal fauna and its associated zoonotic agents in seven
forested areas in the Brazilian state of Acre, representing varying degrees of
conservation. Three of these areas (the Zoobotanical Park Forest-FPZ, Humaita
Forest Reserve-RFH and Seringal Cachoeira Forest-FSC) were selected for
comparative studies of the species composition of the small mammals and their habitat
preferences, as well as the use of the different forest strata. The mammals were
captured during eight field excursions between 2013 and 2016. We captured a total of
534 specimens, representing 7 orders and 11 families, including 321 rodents,
belonging to four families and 20 species, and 202 marsupials. Molecular and
karyotype analyses of two rodents, denominated here as Proechimys aff. gardneri and
Oecomys sp., indicate the possible existence of distinct taxonomic units. A new
karyotype was also recorded for Neacomys, with the specimens being designated
Neacomys aff. musseri. The data on the marsupials indicated an expansion of the
geographic distribution of Monodelphis peruviana to the lowland Amazon region of
western Brazil (Acre state). Two of the 88 rodents tested presented seroreactivity for
the hantavirus, as reported previously for both species (Hylaeamys yunganus and
Neacomys spinosus) in the Peruvian Amazon. The analyses also provided the first
record of infection by Bartonella spp. in marsupials (Marmosops ocellatus), as well as

the rodents Euryoryzomys macconnelli, Neacomys spinosus and Proechimys aff.
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gardneri. Bartonella had only been recorded previously in H. yunganus from Peru.
Small mammals were more diverse and abundant in areas with least anthropogenic
disturbance (FSC and RFH), and least diverse and abundant in the FPZ, the most
disturbed area. Human disturbance appears to be changing the biodiversity found in
the FPZ. This study confirms the high biological value and taxonomic complexity of
several species of small mammals in Acre, besides pointing to the need for further

studies on the transmission of hantavirus and bartonella in the Western Amazon.
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mamiferos capturados. A= Puncédo Cardiaca, B= Retirada de 6rgédos e tecidos para
diagnostico de infeccbes, e C= Coleta de amostras de figado para obtencdo de DNA

dos pequenos mamiferos.

Figura 16. Taxidermia e preparacdo dos esqueletos dos pequenos mamiferos. (A)
Preenchimento das peles com algodédo hidrofébico; (B) Preparacdo de esqueletos
para limpeza em colonia de Dermestes sp.; (C) Secagem de peles de marsupiais apos

processo de taxidermia.

Figura 17. Utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPI) nivel 3 de
biosseguranca utilizados no manuseio e nas necropsias dos pequenos mamiferos,
realizados nos laboratérios estabelecidos no campo. (A) Mascara de pressao positiva;
(B) Jaleco impermeéavel; (C) Filtro P3 de ar motorizado; e (D) Luvas de latex para

procedimento.
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Figura 18. Localizagdo dos espécimes utilizados nas andlises moleculares sobre a
diversidade de espécies de Monodelphis spp. que ocorrem no Acre. (1) M. glirina, M.
peruvia e M. emiliae; (2) Monodelphis peruviana; (3) M. glirina; (4) M. glirina e M.

emiliae; (5) M. glirina

Figura 19. Colecéo cientifica do LABPMR, IOC/FIOCRUZ onde esta depositado o
acervo de espécimes de mamiferos provenientes do Acre. A) Armarios para
acomodacdes de peles e esqueletos; B) Gaveta com peles e esqueletos de roedores

organizados por género.

Figura 20. Mamiferos coletados no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016, de

acordo com as sete ordens identificadas no estudo.

Figura 21. Roedores coletados no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016, de

acordo com as quatro familias identificadas.

Figura 22. Técnicas utilizadas na identificacdo em nivel especifico dos pequenos
mamiferos capturados no estado do Acre, periodo de 2013 a 2016. MF (Morfologia),

MO (analise molecular), CA (andlise citogenética).

Figura 23. Cariotipos de (A) Mesomys hispidus 2n=60 e NFa=116, Macho
LBCE18470 de Porto Acre/AC, (B) Oligoryzomys microtis 2n=64 e NFa=66, Macho
LBCE18403 de Porto Acre/AC, (C) Neacomys aff. musseri 2n=36 e NFa=62, Macho
LBCE18429 de Xapuri/AC, (D) Proechimys brevicauda 2n=28 e NFa=48, Macho
LBCE18406 de Porto Acre/AC, (E) Proechimys simonsii 2n=32 e NFa=56, Fémea
LBCE18374 de Rio Branco/AC, (F) Proechimys aff. gardneri 2n=36 e NFa=58, Fémea
LBCE18425 de Xapuri/AC.

Figura 24. Cariétipos de (A) Oecomys bicolor 2n=80 e NFa=134, Macho LBCE18487
de Porto Acre/AC), (B) Oecomys sp. 2n=90 e NFa=104, Macho LBCE18519 de
Xapuri/AC, (C) Hylaeamys perenensis 2n=52 e NFa=62, Fémea LBCE 18427 de
Xapuri/AC, (D) Neacomys spinosus 2n=64 e NFa=68, Macho LBCE 18840 de Porto
Acre/AC, (E) Proechimys aff. gardneri 2n=38 e NFa=58, Macho LBCE 19813 de Porto
Acre/AC.
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Figura 25. Distribuicdo do nimero de espécimes, por espécie, de roedores coletadas
no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016.

Figura 26. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta
FastTree 2.1 implementada no programa Geneious 9 com o0 modelo evolutivo GTR+G)
de sequéncias completas do gene mitocondrial da citocromo b de Proechimys simonsi.
NuUmeros proximos aos nos indicam suportes dos ramos calculados sobre valores de

suporte locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil amostragens.

Figura 27. Topologia de Maxima Verossimilhanga (construida usando a ferramenta
FastTree 2.1 implementada no programa Geneious 9 com o modelo evolutivo GTR+G)
de sequéncias completas do gene mitocondrial da citocromo b de Proechimys
brevicauda. Numeros proximos aos noés indicam suportes dos ramos calculados sobre
valores de suporte locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil

amostragens.

Figura 28. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta
FastTree 2.1 implementada no programa Geneious 9 com o0 modelo evolutivo GTR+G)
de sequéncias completas do gene mitocondrial da citocromo b de Proechimys
gardneri. NUmeros proximos aos nos indicam suportes dos ramos calculados sobre
valores de suporte locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil

amostragens.

Figura 29. Distribuicdo do Género Neacomys no estado do Acre e variagao cariotipica
da espécie capturada no leste do estado (Neacomys aff. musseri (2n = 36 e NFa = 62)
comparada a espécie N. musseri (2n=34 e NFa=64-68), encontrada por Patton et al.,

2000 no oeste do Acre.

Figura 30. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta
PHYML implementada no programa PHYML com o modelo evolutivo HKY+I+G) de
sequéncias parciais do gene mitocondrial da citocromo b do género Oecomys.
Numeros proximos aos nés indicam suportes dos ramos calculados sobre valores de

suporte locais, usando o teste aLRT/SH-like (approximate likelihood ratio test). Em
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destaque em vermelho: Clado representando Oecomys sp., Oecomys bicolor e o
grupo irmao Oecomys cleberi.

Figura 31. Topologia de Maxima Verossimilhanga (construida usando a ferramenta
PHYML implementada no programa PHYML com o modelo evolutivo HKY+I+G) de
sequéncias parciais do gene mitocondrial da citocromo b de Oecomys gr. bicolor e
Oecomys sp.. Numeros proximos aos nos indicam suportes dos ramos calculados
sobre valores de suporte locais, usando o teste aLRT/SH-like (approximate likelihood
ratio test). Em destaque em vermelho: Clado representando a provavel nova espécie

Oecomys sp..

Figura 32. Distribuicdo do numero de espécimes, por espécie, de marsupiais

coletados no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016.

Figura 33. Topologia de maxima verossimilhanca de Monodelphis com sequéncias do
citocromo b, baseada no modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 1985),

distribuicdo gama e sitios invariaveis.

Figura 34. Registro e ampliacao da distribuicdo de M. peruviana, para as terras baixas
da Amazonia do oeste brasileiro, no estado do Acre. RFH — Reserva Florestal
Humaita, Porto Acre; FPZ — Floresta Parque Zoobotanico, Rio Branco; PE — Peru; BO-

Bolivia; BR — Brasil.

Figura 35. Topologia de Maxima Verossimilhanca (implementado na ferramenta
PhyML com o modelo evolutivo T92+G) da sequéncia parcial do gene gltA (731pb) de
Bartonella spp. NUmeros préximos aos nos indicam o valor do suporte por bootstrap

(1.000 réplicas). Em negrito as sequéncias geradas no presente estudo.

Figura 36. Curvas de acumulo de espécies por rarefacdo individual considerando:
A = As 3 areas: Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio Branco; Reserva Florestal
Humaita (RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira (FSC), Xapuri; B = FPZ; C
=RFH e D =FSC.
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Figura 37. Andlise da diversidade de espécies de pequenos mamiferos através de
Escalonamento Multidimensional ndo Métrico (hnMDS) para os transectos de cada area
estudada: Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio Branco; Reserva Florestal Humaita
(RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira (FSC), Xapuri, no Estado do Acre,
Brasil.

19



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1. Esforco utilizado na captura dos pequenos mamiferos no periodo de 2013
a 2016, nas areas de estudo no estado do Acre. Amardilhas/noite: SL= solo; SB=
sobosque; DS= dossel; PT= pitfall.

Tabela 01. Lista das espécies de mamiferos capturadas, no periodo de 2013 a 2016,
discriminando a quantidade de espécimes encontrada nos sete municipios de estudo
no estado do Acre.

Tabela 02. Espécies de pequenos mamiferos cariotipadas, do estado Acre,
discriminando o numero cromossémico dipldide (2n), numero fundamental
autossémico (NFa), cromossomo sexual feminino (X), cromossomo sexual masculino
(Y), morfologia dos cromossomos (dois bragos (M), um bracgo (A). Localidade de coleta
XA =Xapuri; PO=Porto Acre; SG=Senador Guiomard; RA=Rodrigues Alves; RB=Rio

Branco.

Tabela 3. Estimativas de divergéncia evolutiva (%) sobre pares de sequéncias entre
grupos (Gp). O numero de diferencas de base por site da média de todos os pares de

sequéncias entre grupos é mostrado.

Tabela 4. Lista das espécies analisados para infeccéo por Hantavirus, discriminando
a localidade de captura no estado do Acre, quantidade de espécimes analisados e

resultados das analises moleculares (PCR)

Tabela 5. Lista das espécies analisados para infeccdo por Bartonella spp.,
discriminando a localidade de captura no estado do Acre, quantidade de espécimes

analisados e resultados das analises moleculares (PCR)
Tabela 6. Espécies capturadas e numero de individuos de pequenos mamiferos por

estacdo do ano, estrato vertical da vegetacdo em trés areas florestais, no Estado do

Acre, Brasil.

20



Tabela 7. indices de Riqueza (S), abundancia (A) e equitabilidade (E) de espécies de
pequenos mamiferos por estacdo do ano e estrato da vegetacdo, em trés areas
florestais: Floresta Parque Zoobotanico, Rio Branco (FPZ), Reserva Florestal Humaita
(RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira (FSC), Xapuri, estado do Acre, Brasil.

Tabela 8. Valores da estimativa de riqueza de espécies de pequenos mamiferos por
Jackknife de primeira ordem para as areas da Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio
Branco; Reserva Florestal Humaita (RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira
(FSC), Xapuri, e para o total, no Estado do Acre, Brasil.

Tabela 9. Modelos Lineares Generalizados para investigagao dos efeitos do habitat
na abundancia e riqueza de pequenos mamiferos em trés localidade do Estado Acre,
Brasil. AICC — Critério de Informacéo de Akaike corrigido, AAICc — diferenca entre o
AICc do modelo em questdo para o melhor modelo, AICcCWt — peso do AICc, K —
parametros. Foram considerados modelos plausiveis os que apresentaram AAICc <
2.

Tabela 10. indices de heterogeneidade e complexidade do habitat calculados para
cada transecto de cada areas estudada: Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio
Branco; Reserva Florestal Humaita (RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira
(FSC), Xapuri, no Estado do Acre, Brasil.

21



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ARAV-N:

CCB:

DO:

DS:

EPI:

FEC:

FIOCRUZ:

FPZ:

FSC:

HCPS:

HFRS:

IFAC:

INCA:

INCRA:

INPA:

IOC:

LABPMR:

LMIV

LHR:

MFC:

MT-CYB:

nMDS:

OFV:

Nucleocapsideo do hantavirus Araraquara
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Densidade otica

Dossel

Equipamentos de protecao individual
Floresta Experimental Catuaba

Fundacéo Oswaldo Cruz

Floresta do Parque Zoobotanico

Floresta do Seringal Cachoeira

Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus
Febre Hemorragica com Sindrome Renal
Instituto Federal do Acre

Instituto Nacional do Céncer

Instituto Nacional de Colonizacdo e Reforma Agraria
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia

Instituto Osvaldo Cruz

Laboratdrio de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatorios

Laboratério de Microbiologia e Imunologia Veterinaria
Laboratorio de Hantavirose e Rickettsiose

Manejo Florestal Comunitario

Gene mitocondrial da citocromo b

Analise de Escalonamento Multidimensional Ndo-Métrico

Obstrucéo Foliar Vertical

22



PAD:

PAECM:

PCR:

PFNM’s:

PNC:

PPBio:

PT:

PZ:

RAINFOR:

RFH:
RT-PCR

SB:
SETEM:

SH:

SL:

TW:

UEL:

UEM:

UFAC:

UFRJ:

ZEE/AC:

Projeto de Assentamento Dirigido Humaita

Projeto de Assentamento Agroextrativista Chico Mendes
Reacao em Cadeia da Polimerase

Produtos Florestais ndo madeireiros

Projeto de Assentamento Nova Cintra

Programa de Pesquisa em Biodiversidade

Pitfall

Parque Zoobotanico

Rede Amazonica de Inventarios Florestais

Reserva Florestal do Humaita

Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction

Sub-bosque

Setor de Uso da Terra e Mudancas Climaticas
Sherman

Solo

Tomahawk

Universidade Estadual de Londrina
Universidade Estadual de Maringa
Universidade Federal do Acre

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Zoneamento Ecoldgico Econémico do Acre

23



1. INTRODUCAO

1.1 Diversidade de Pequenos Mamiferos Nao-voadores

A Ultima compilacao sobre a fauna de mamiferos no planeta apresenta o Brasil
como o pais com a fauna mais rica do mundo, com mais de 701 espécies conhecidas
em todo territorio nacional (Paglia et al., 2012). As condi¢Bes climéticas, a histéria
geoldgica da América do Sul e a variedade de fisionomias vegetais estao diretamente
associadas a essa grande diversidade (Patterson e Costa 2012). Entretanto, a
diversidade de mamiferos no Brasil ndo se apresenta homogénea. Entre as ordens de
mamiferos, por exemplo, a ordem Rodentia é a mais diversificada e constitui 34,7%
das espécies brasileiras, seguida da ordem Chiroptera com 24,8%, Primatas 16,8% e
Didelphimorphia 7,9% (Paglia et al., 2012).

Entre os biomas brasileiros, a Amazodnia € a mais diversa, sendo o berco de
guase 400 espécies de mamiferos, dos quais 231 s&o endémicas (Paglia et al., 2012).
As florestas neotropicais mantém as comunidades mais ricas de mamiferos do mundo
e, entre elas, a floresta da Amazoénia ocidental que provavelmente é a mais rica desse
bioma (Voss e Emmons,1996; Patton et al., 1997, 2000; Voss et al., 2001). Atualmente
113 espécies de pequenos mamiferos néo-voadores ja foram registradas na
Amazonia brasileira, sendo 39 marsupiais e 74 roedores das familias Cricetidae e
Echimyidae (Mendes-Oliveira et al., 2015).

1.2 Fauna de Pequenos mamiferos ndo-voadores do Acre

O estado do Acre, localizado no sudoeste da bacia amazbnica, abriga alta
diversidade para muitos taxons como por exemplo, palmeiras, borboletas, sapos,
passaros, entre outros (Souza et al., 2003). Nesse contexto, o Acre é considerado
uma das regides Neotropicais de alta importancia para a conservacdo da
biodiversidade, com alta prioridade para levantamentos da vida silvestre (Souza et al.,
2003; Souza 2009). Entretanto, sobre a investigacdo da mastofauna na regido, ainda
sdo0 poucos os estudos que permitam a compreensao e a evolucéo dos ecossistemas
e da sua biodiversidade. De acordo com Souza et al., 2003, a maioria dos estudos
sobre a fauna local pode ser caracterizada como estudos pontuais na conducédo de
processos para consolidacédo de unidades de conservacéo (Alho, 1990; Imac, 1992;
Ferreira, 1996; Nogueira, et al., 1997; Funtac, 1997; Chaves, 1999; Calouro, 1999) ou

investigagdo do impacto da caca de subsisténcia em é&reas de comunidades
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tradicionais (Martins, 1993; Calouro, 1995, Medeiros, 1998; Rosas et al. 2009).
Seguindo linha semelhante, trabalhos como o de Botelho et al., (2012) e Borges et al.,
(2015) investigaram a abundéancia e a riqgueza de mamiferos de médio porte,
capturados em areas de florestas primarias, em relacéo a lista de animais ameacgados
de extingdo. Outros trabalhos como o de Taddei et al. (1990), Nogueira et al. (1997) e
Calouro et al. (2010) focaram no levantamento de espécies de quirOpteros em
fragmentos de florestas urbanas.

Com relacdo a fauna especifica de pequenos mamiferos, poucos sdo 0s
estudos até agora desenvolvidos no Acre. Os primeiros registros sdo descritos por
Vieira (1952) e por Carvalho (1957) em expedi¢Oes realizadas pelos Museus Emilio
Goeldi e Museu Nacional do Rio de Janeiro, respectivamente. Entre os estudos com
maior robustez metodoldgica e densidade amostral, encontra-se o inventario realizado
por Patton et al., (2000) ao longo do Rio Jurua. Além desses, trabalhos mais recentes
(Bernarde e Machado, 2008; Prado e Percequillo, 2013; Freitas et al. 2013; Nunes-
Lavocat et al., 2015; Abreu-Junior et al., 2016) apontam para a lacuna de amostragem
existente e para a necessidade de novos estudos na regido, sobretudo ao leste do
Acre, onde supostamente a riqueza faunistica diminui, quando comparada a regides
mais a oeste do estado (Abreu-Junior, et al.,2016).

Conforme apontado por Vivo (1996), levantamentos faunisticos sdo a Unica
maneira de avaliar de forma sistematica e com precisao a diversidade de espécies
locais. Tais estudos contribuem para o conhecimento das distribuicdes das espécies
e fornecem informacdes fundamentais para compreenséo da variacdo morfoldgica e
da historia evolutiva de determinados taxons. Os levantamentos “in loco”,
especialmente em areas ainda ndo muito estudadas (parques, reservas extrativistas,
florestas primarias, entre outras), desempenham um papel essencial na conservacéao
da biodiversidade (Peres 2005; Silva, 2005). Conforme destacado por Peres (2005),
as estratégias de conservacdo e gerenciamento de areas naturais exigem uma
compreensao da funcionalidade do ecossistema e, portanto, um conhecimento
aprofundado da diversidade de espécies locais. No contexto deste trabalho,
considera-se que o estudo das comunidades silvestres de pequenos mamiferos, além
de importante ferramenta para auxiliar no desenvolvimento de estratégias de manejo
e conservagdo de areas naturais, também pode auxiliar em questbes de saude
publica, como por exemplo, a participacdo desses animais no ciclo de transmissao de

Zoonoses.
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1.3. Participagdo de pequenos mamiferos no ciclo de transmissédo de

Zzoonoses

Zoonoses sao doencas infecciosas naturalmente transmitidas entre homens e
outros animais vertebrados (WHO, 2011). Suas emergéncias ou reemergéncias, na
maioria das vezes estdo associadas as altera¢gdes ambientais pelo continuo processo
de interiorizagao das atividades humanas, muitas vezes associado ao desmatamento
e a fragmentacao da paisagem (Schmidt, 2007; Aguirre e Tabor, 2008). Estes eventos
tém provocado grandes mudancas nos habitats naturais, afetando diretamente a
estrutura das comunidades e demografia de animais e plantas (Pardini et al., 2005).

Desta forma, as diversas agressdes que o homem vem sistematicamente
praticando contra o meio ambiente, tem produzido condi¢des para a disseminacéo de
patdgenos e a existéncia de ambientes pertubados e degradados, propicios ao
aparecimento de novas doencas. Perturbacbes ambientais, principalmente nas areas
de interface entre ambientes peri-urbanos, rurais e ambientes silvestres, tém alterado
os padrdes de diversidade e abundancia das espécies, possibilitando, em sequéncia,
o incremento das densidades de espécies generalistas e/ou oportunistas; e assim
influenciando a dindmica natural dos ciclos silvestres de parasitas (Schmidt e Ostfeld,
2001; Keesing et al., 2010). Com isso, ha um aumento da probabilidade de contato
das populagbes humanas com enzootias e/ou epizootias, antes restritas apenas a
ambientes silvestres (Kruse et al., 2004). Este processo de emergéncia de novas
doencas ou recrudescimento de outras previamente controladas (reemergéncia),
principalmente de origem zoondtica, € em grande parte relacionado a mamiferos
silvestres (Mills e Childs, 1998; Sutherst, 2004).

No caso dos pequenos mamiferos, destaca-se que muitos desses animais,
mesmo sendo silvestres, desenvolvem certo grau de “domesticacdo”, também
conhecida como sinantropia, que € a capacidade de algumas espécies se adaptarem
ao peridomicilio. Essa caracteristica potencializa o contato desses animais com
animais domésticos, bem como o risco de infeccdo de eventuais zoonoses e sua
transmissao para humanos. Este fendmeno € observado frequentemente em zonas
rurais, areas de interface urbana/silvestre e ou areas de florestas habitadas, uma das
principais caracteristicas das florestas descritas neste estudo (Acre, 2006).

A literatura relata varias espécies de roedores silvestres considerados como
potenciais reservatorios de diversas zoonoses, como a peste (Carvalho et al., 2001;

Moraes et al., 2003) esquistossomose (Rodrigues-Silva et al., 1992; D’Andrea et al.,
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2000), leishmaniose (Brandao-Filho et al., 2003), a doenca de Chagas, (Vaz et al.,
2007), hantaviroses (Lemos et al,. 2004; Oliveira et al., 2011; Firth et al., 2012),
bartoneloses (Gongalves et al., 2016; Rozental et al., 2017), entre outras.

De modo geral, a proximidade de humanos com areas silvestres potencializa
transmissao de zoonoses. Fatores como o tipo de uso e ocupacao do solo tém uma
importancia consideravel na dindmica dessas doencas, sobretudo nos estados da
Amazonia Legal, merecendo assim mais estudos que possam analisar ndo somente
o perfil do agravo na regido, mas também a sua dindmica no espaco e tempo (Santos
et al.,2012)

No estado do Acre, a expansdo da agropecudria extensiva, a construcao de
estradas e, por ultimo, a construcdo de hidrelétricas em sua vizinhanca, tém
impulsionado o avango do desmatamento na regiao especialmente ao leste do estado
onde se concentra a maior parte da populacdo. Segundo Santos et al., (2012), esses
fendbmenos contribuem para aumentar a ocorréncia de zoonoses, sendo uma
tendéncia ja observada para regido norte (Sinan, 2017). Segundo Pignatti (2004), os
habitats que foram alterados pelas atividades humanas ou naturais sdo mais
vulneraveis, pois quando predadores e competidores séo eliminados, oportunidades
para novas espécies se instalarem sao criadas.

A atual expansdo mundial da malaria e, particularmente no Brasil, a
reemergéncia da febre amarela sdo alguns dos varios exemplos de zoonoses
emergentes e reemergentes que possuem correlacdo direta ou indireta comprovada
com alteracbes ambientais, situacao essa, que se apresenta a0 mesmo tempo como
um risco a saude humana e um desafio sem precedentes (Schmidt, 2007; Aguirre e
Tabor, 2008). Em alguns municipios do Acre essa realidade tem se tornado um
problema de saude publica. Em Mancio Lima, um municipio com cerca de 16 mil
habitantes, a malaria, considerada uma zoonose com menor indice de letalidade,
registrou mais de 9 mil casos no ano 2017(Barbosa, 2018). A emergéncia de outras
zoonoses como a bartonelose, ou outras com maiores taxas de morbidade e
letalidade, como a hantavirose, poderiam agravar ainda mais este quadro
epidemidemiolégico, dada a falta de experiéncia prévia dos profissionais de saude
com essas doencas e a semelhanga de seus sinais e sintomas com diferentes
doencas endémicas e de elevada prevaléncia

Apesar do Acre nao ter notificado, até o momento nenhum caso clinico de

bartonelose e hantavirose, € um estado que apresenta condi¢cbes adequadas para
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acelerar suas disseminacdes, ap0s sua emergéncia. Cabe enfatizar que o territorio do
Acre é formado por 85% de florestas nativas e apesar da maior parte da sua populacao
concentrar-se em areas urbanas (66,6%), parte significativa da populacdo vive em
zona rural, ou residem na interface de ecossistemas nativos, fazendo uso dos
produtos dessas florestas (Acre, 2006). Além disso, € pertinente considerar que a
espécie do roedor silvestre sigmodontineo, Oligoryzomys microtis, principal
reservatério do genétipo de hantavirus Rio Mamoré (RIOMV), que ocorre nos estados
do Amazonas e Rondonia (Firth et al., 2012), foi identificada recentemente como
sororreagente no estado do Acre (Nunes-Lavocat, et al., 2015), evento que reforca a
necessidade de estudos com abordagens ecoepidemioldgicas.

A proposta principal do trabalho foi realizar um estudo sobre a diversidade de
pequenos mamiferos no estado do Acre, apresentando os principais problemas
taxondmicos das espécies observadas e, assim, quando possivel, contribuir com a
biogeografia destas espécies. Nao obstante, espera-se que outras questdes
relacionadas a sistematica e a taxonomia de pequenos mamiferos na Amazonia
possam ser apontadas neste trabalho, com aumento do nosso conhecimento quanto
a identificacdo de novos taxons de hospedeiros e os potenciais agentes etiol0gicos
associados.

Assim sendo, diante da hipdtese de que hantavirose e bartonelose sejam
zoonoses com potencial para emergéncia no Acre, e cujo ciclo de transmisséo envolve
peguenos mamiferos, a investigacao de hantavirus e bartonelas sera objeto de estudo
neste trabalho. Nessa perspectiva, se vislumbra que resultados sobre a taxonomia
dos animais capturados, bem como a presenca desses agentes infecciosos nestes
vertebrados nas areas em estudo possam auxiliar nas tomadas de decisGes sobre
acOes de prevencao e de controle de zoonoses no estado, bem como na construcéo
do conhecimento sobre a diversidade da fauna nas éareas estudadas, com
possibilidade de usar os peqguenos mamiferos como indicadores do estado de

conservacao dessas areas e de risco de emergéncia de zoonoses.
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2. BREVE REVISAO SOBRE AS ZOONOSES DO ESTUDO

2.1 Hantaviroses

Entre as zoonoses emergentes, cujo ciclo de transmisséo envolve pequenos
mamiferos, uma das mais importantes registradas no Brasil € a hantavirose. A
hantavirose € uma doenca emergente de ampla distribuicdo pelo mundo, que pode
apresentar diferentes quadros clinicos. Alguns membros do género Hantavirus néo
sdo patogénicos ao homem, mas muitos causam graves doencas como a febre
hemorragica com sindrome renal (HFRS) no Velho Mundo, e a sindrome pulmonar
por hantavirus (SPH), também identificada como sindrome cardiopulmonar por
hantavirus (HCPS) no continente americano. A primeira identificacdo de hantavirus
em roedores no Brasil ocorreu em 1982 no estado do Para e o roedor infectado era
da espécie Rattus norvegicus (LeDuc et al., 1985) e os primeiros casos de HCPS
ocorreu em S&o Paulo no ano de 1993 (Silva, et al., 1997). Embora um namero
crescente de HCPS venha sendo diagnosticado no Brasil, desde a primeira descricéo,
ainda ha muito a se conhecer sobre 0s possiveis reservatorios de hantavirus (Oliveira
et al., 2011). Até a presente data, foram notificados mais de 2061 casos da SPH em
16 unidades federativas brasileiros, entre os quais Amazonas e Rondonia, fronteira
com o Acre, com 813 0Obitos, uma letalidade média de 40% (Brasil, 2018; Santos et
al., 2012).

2.1.1 Agente etioldgico

O agente causador das hantaviroses pertence a familia Bunyaviridae, e
compreende mais de 300 virus distintos incluidos nos géneros Bunyavirus, Nairovirus,
Phlebovirus e Hantavirus. A maioria destes virus € transmitida por mosquitos,
carrapatos ou fleb6tomos e mantida na natureza como enzootias, com exce¢ao dos
hantavirus que sao transmitidos por roedores (LeDuc, et al., 1985; Iversson et al.,
1994; Mills et al., 1995; Schmaljohn e Hjelle, 1997; Morelli et al., 2004;; Padula et al.,
2004; Suzuki et al., 2004). Os hantavirus causadores da SPH e FHSR determinam
uma infecgdo crbnica, persistente e aparentemente assintomatica nos roedores,
tornando-os reservatorios em habitats ecoldgicos distintos (LeDuc, 1987; Tsai, 1987;
Calderon et al., 1999; Oliveira et al., 2004; Padula et al., 2004). Apos a descoberta

dos casos da SPH no continente americano, outros hantavirus associados com
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roedores passaram a ser identificados, possibilitanto o reconhecimento de novos virus
e novas espeécies de reservatorios amplamente distribuidas nas Américas, incluindo
musaranhos e topeiras, até a presente data sem associagdo com doenca humana
(Figura 2.1).

Patogenicidade desconhecida
og .17‘

“ 2
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Figura 1. DistribuicAo de hantavirus ndo patogénicos ou de patogenicidade
desconhecida (em azul) e patogénicos (em vermelho) descritos nas Américas. Os
hantavirus identificados em Soricomorpha (musaranhos e toupeiras) estéao

sublinhados (Torres-Pérez et al., 2010).
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No Brasil, além do virus Seoul, associado a FHSR ja foram identificados cinco
hantavirus associados com doenca humana: os hantavirus Juquitiba e Araraquara
relacionados aos roedores Oligoryzomys nigripes e Necromys lasiurus
respectivamente; Anajatuba associado a espécie Oligoryzomys fornesi; Castelo dos
Sonhos no roedor da espécie Oligoryzomys utiaritensis, Laguna Negra no roedor
Calomys callidus e o hantavirus Rio Mamore em roedores da espécie Oligoryzomys
microtis. Dois hantavirus ainda sem associacdo com doeca humana foram
adicionalmente identificados no territorio brasileiro: o Rio Mearim em Holochilus
sciureus e o hantavirus Jabora em roedores da espécie Akodon montensis.

Diante da diversidade de biomas e da extensdo continental do Brasil, a
identificac&o de roedores dos géneros Akodon, Necromys (= Bolomys), Oligoryzomys,
entre outros, detectados em diferentes regibes como reservatorios de hantavirus,
reforca a necessidade de mais estudos, ja que uma das caracteristicas em comum
destes taxons € o fato de serem muito abundantes na natureza.

Quanto a doenca humana, a transmissdo esta relacionada a inalacdo de
particulas virais presentes nas excretas de animais infectados, especialmente na urina
(LeDuc, 1987; Tsai, 1987; Mills et al., 1995; Romano-Lieber et al., 2001; Souza et al.,
2002; Morelli et al., 2004; Oliveira et al., 2004; Padula et al., 2004), embora
excepcionalmente transmissdo pessoa-pessoa com 0 hantavirus Andes tenha sido
descrita na Argentina e Chile (Enria et al., 1996; Padula et al., 1998).

Entre os roedores, a forma de transmissdo ocorre a partir da transmissao
horizontal, seja por mordidas e agressdes e, menos frequentemente, por aerossois.
Estes animais, considerados reservatorios, uma vez infectados manterdo e liberarao
0s virus durante toda a vida. A exposicdo acidental do homem as excretas de
roedores, secrecfes, material de necropsia, ingestdo de particulas sdo vias de
transmissao (Mills et al., 1995; Romano-Lieber et al., 2001).

A maioria dos casos de hantavirose relatados mostrou que os pacientes tinham
contato com o meio rural. Apesar do risco, ndo € comum a infec¢ao de trabalhadores
gue se expdem ao virus (Oliveira et al., 2004). De fato, todos os roedores devem ser
considerados potencialmente infectados desde que relatos demonstraram infeccbes
por hantavirus em populac¢des de pequenos mamiferos mesmo sem caso de detecgéo

da doenca em humanos (Lemos et al., 2004).
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2.2 Bartoneloses

Bartoneloses sdo zoonoses causadas por bactérias pouco conhecidas no Brasil
gue sdo mantidas em diversas espécies de vertebrados, especialmente mamiferos e
vérios artropodes transmissores como os flebotomineos, o piolho do corpo humano,
as pulgas do gato e potencialmente os carrapatos.

Atualmente mais de 30 espécies e subespécies causadoras de doencas em
humanos e animais tém sido identificadas e as mais importantes para a satde publica
séo: (i) Bartonella bacilliformis - agente da febre de Oroya/ doencga de Carrion e da
verruga peruana, restrita a regido andina, (ii) Bartonella henselae - agente da doenca
da arranhadura do gato, angiomatose bacilar, peliose bacilar e das endocardites e (iii)
Bartonella quintana - agente da febre das trincheiras, angiomatose bacilar, bacteremia
e endocardites (Angelakis e Raoult, 2014; Breitschwerdt et al., 2010, Mogollon-
Pasapera et al., 2009).

Embora n&o seja identificada no Brasil, considerando que a infec¢do por B.
bacilliformis, comum nos vales andinos em altitudes acima de 800m, vem atingindo
areas mais extensas do Peru, incluindo altitudes mais baixas, a possibilidade de sua
ocorréncia ndo pode ser subestimada, principalmente diante da notificacdo de casos
em 2003 no Departamento de Loreto, fronteira com o estado do Amazonas e a
confirmacdo, em 2004, de 19 pessoas em Madre de Dids, na fronteira do Peru com

Acre e Bolivia (Cesario e Cesario, 2005)

2.2.1 Agente etioldgico

Bartonelas sédo bactérias gram-negativas, intracelulares, parasitas de eritrocitos e de
células endoteliais, fastidiosas, anaerObias eventuais, classificadas na ordem
Rhizobiales, familia Bartonellaceae e que mantém relacéo filogenética estreita com
membros da ordem Rickettsiales (Brenner, 1993). Até 1993, B. bacilliformis era
considerada a Unica bactéria do género Bartonella causadora de doenca humana, a
doenca de Carrion, restrita as regides da Colémbia, Equador e Peru. A partir de 1993,
com nova classificagdo taxonémica, com base na analise filogenética, foi possivel
identificar novas espécies e, atualmente, mais de doze foram associadas com a

doenca humana, além de B. bacilliformis: B. quintana subsp. arupensis, B. vinsonii
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subsp. berkhoffii, B. henselae, B. elizabethae, B. grahamii, B. washoensis e,
recentemente, B. koehlerae (Breener et al., 1993, Maureen et al., 2012).

Algumas espécies, em especial B. henselae e B. quintana, sdo transmitidas aos
humanos através de contato direto com cées e gatos, embora exista especulacao da
participacdo dos ectoparasitas (Lemos, 2013; Morick et al., 2011). Os principais
reservatérios sdo vertebrados domésticos como cées e gatos (Jacomo et al., 2002),
roedores sinantrépicos, como Rattus rattus, R. norvegicus e Mus musculus (Costa et
al. 2014; Hayman et al., 2013) e diversas espécies de roedores silvestres (Buffet et al.
2013; HOLMBERG et al. 2003). No Brasil, aproximadamente 20 espécies de roedores
silvestres foram descritas como hospedeiras de Bartonella spp. (Sousa et al., 2018;
Rozental et al., 2017; Goncalves et al., 2016), entretanto a ecologia da transmissao

ainda é pouco conhecida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir para o conhecimento da fauna de mamiferos do estado do Acre
abordando aspectos de sua ecologia e sua associacdo com agentes zoonoticos.

3.2 Objetivos Especificos

I. Realizar um levantamento faunistico identificando em nivel especifico as
espécies de pequenos mamiferos nas areas de estudo;

[I. Comparar a diversidade, riqueza, abundancia e equitabilidade de pequenos
mamiferos entre as florestas do Parque Zoobotanico (FPZ), Reserva Humaita
(RFH) e Floresta do Seringal Cachoeira (FSC), considerando, esta¢cdes do ano
e estratos de vegetacao;

[ll.  Investigar a relacdo entre a abundéncia e riqueza de espécies de pequenos
mamiferos com variaveis ambientais de habitat nas trés areas comparadas (PZ,
RH e FSC);

IV.  Estimar os indices de heterogeneidade e complexidade e investigar a relacao
destes com a abundancia e riqueza de mamiferos, nas trés areas comparadas
(PZ, RH e FSC);

V. Determinar as taxas de infeccdo por hantavirus em amostras de roedores
sigmodontineos, nas distintas areas de estudo;

VI. Determinar as taxas de infeccao por Bartonella spp. em amostras de pequenos
mamiferos capturados nas areas de estudo;
VII. Estabelecer uma colecao de referéncia de espécies testemunhos da fauna de

peqguenos mamiferos do estado do Acre.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 O Estado do Acre

O estado do Acre, antes territorio pertencente a Bolivia, foi incorporado ao
Brasil em 1903, com a assinatura do Tratado de Petrépolis. Esta situado no extremo
sudoeste da Amazodnia brasileira, entre as latitudes de 07°07°'S e 11°08’'S, e as
longitudes de 66°30’'S e 74°00’'W. Sua superficie territorial € de 164.221,36 Km?
(16.422.136 ha), correspondente a 4% da area amazonica brasileira e a 1,9% do
territério nacional (IBGE, 2005). Sua extensdo territorial € de 445 Km no sentido norte-
sul e 809 Km entre seus extremos leste-oeste. O referido estado faz fronteiras
internacionais com o Peru e a Bolivia e, nacionais com os estados do Amazonas e de
Rondoénia (Figura 2).

O relevo é composto, predominantemente, por rochas sedimentares, que
formam uma plataforma regular que desce suavemente em cotas da ordem de 300m
nas fronteiras internacionais para pouco mais de 110m nos limites com o estado do
Amazonas. No extremo ocidental situa-se o ponto culminante do estado, onde a
estrutura do relevo se modifica com a presenca da Serra do Divisor, uma ramificacao
da Serra Peruana de Contamana, apresentando uma altitude maxima de 734m. Os
solos acreanos, de origem sedimentar, abrigam uma vegetacdo natural composta
basicamente de florestas que sado divididas em dois tipos: Tropical Densa e Tropical
Aberta, caracterizadas por sua heterogeneidade floristica, constituindo-se assim, de
grande valor econdmico para o estado (ACRE, 2006).

O clima é do tipo equatorial quente e Umido, caracterizado por altas
temperaturas, elevados indices de precipitacdo pluviométrica e alta umidade relativa
do ar. A temperatura média anual esta em torno de 24,5°C, enquanto a maxima fica
em torno de 32°C, aproximadamente uniforme para todo o estado. Sua hidrografia é
bastante complexa e a drenagem bem distribuida. E formada pelas bacias
hidrogréficas do Jurua e do Purus, afluentes da margem direita do rio Solimdes. A
populacdo do estado € de 733.559 habitantes (IBGE, 2010) que atualmente (66%)
estd concentrada nas areas urbanas, notadamente na regido do Baixo Acre, em
funcao da capital, Rio Branco. O estado do Acre divide-se, politicamente, em regionais
de desenvolvimento: Alto Acre, Baixo Acre, Purus, Tarauaca/Envira e Jurua (Figura
2).
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Figura 2. Localizagéo do estado do Acre e suas Regionais Geopoliticas, na América
do Sul e Brasil. Base de dados ZEE/AC. Mapa elaborado por: Charle F. Crisostomo

4.2. Selecédo das areas de estudo

A selecdo das areas deste estudo foi definida visando atender diferentes
interesses de investigacao, tanto por parte dos laboratorios do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C), especialmente os Laboratorios de Biologia e Parasitogia de Mamiferos
Silvestres Reservatorios (LBPMSR) e o Laboratério de Hantavirose e Rickettsioses
(LHR) que conduziram este projeto de tese, como pelos demais parceiros
institucionais da Universidade Federal do Estado do Acre (UFAC). Dessa forma, foram
priorizadas areas de florestas do leste do Acre com diferentes usos e niveis de
conservacao, as quais pudessem ser comparadas e que oferecessem melhores
condicBes e possibilidades logisticas. As parcerias firmadas com o Nucleo Regional
do Programa de Pesquisa em Biodiversidade (PPBio), com os Laboratérios de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria (LMIV) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB)
e Parque Zoobotéanico (PZ), ambos da UFAC, foram fundamentais na consecucédo dos
trabalhos de campo.

Nessas condi¢des, quatro areas de florestas em municipios do Acre foram
inicialmente selecionadas e amostradas visando a realizacdo de expedi¢bes de

captura: (1) Floresta do Parque Zoobotanico (FPZ) no municipio de Rio Branco, (2)
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Reserva Florestal do Humaitd (RFH) nos municipios de Porto Acre, (3) Floresta do
Seringal Cachoeira (FSC) no municipio de Xapuri e (4) Floresta Experimental Catuaba
(FEC) no municipio de Senador Guiomard. Amostras de outra &rea do municipio de
Porto Acre (Ramal Profa. Lucila, rodovia AC-10, Km20), e dos municipios de Brasiléia
e Capixaba, foram em seguida incorporadas no estudo, a partir da cooperacéo
estabelecida com o Instituto Evandro Chagas (IEC), o qual cedeu espécimes
provenientes destas trés localidades (Figura 3). Posteriormente, o LABPMR/IOC
realizou, em cooperacdo com o Laboratério de Biologia de Tripanosomatideos
LABTRIP/IOC, uma expedicdo ao municipio de Rodrigues Alves (Projeto de
Assentamento Nova Cintra) para atendimento a um surto de doenca de Chagas, cujos
animais capturados também foram incorporados a este estudo.

Considerando a padronizacdo do desenho amostral e esforco de captura,
apenas as areas situadas nos municipios de Rio Branco (FPZ), Xapuri (FSC) e Porto
Acre (RFH) foram utilizadas para o estudo comparativo sobre composicéo de espécies
e uso do habitat pelos pequenos mamiferos e sua relacdo com as variaveis ambientais
(ver coleta das variaveis ambientais), bem como a determinacéo das taxas de infec¢ao
por agentes zoonoticos. As areas pertencentes aos municipios de Rodrigues Alves,
Senador Guiomard, Capixaba e Brasiléia foram oportunamente incorporadas ao
estudo para compor exclusivamente o levantamento de espécies da fauna de
pequenos mamiferos para o estado do Acre.

Para os estudos comparativos, as trés areas selecionadas (FPZ, RFH e FSC)
foram classificadas, de acordo com a situacdo de uso e ocupacdo do solo, e
categorizadas considerando situacdes ecoepidemioldgicas distintas e definidas como
indicadoras do “estado da conservagao”. conforme brevemente descrito a seguir e
mais detalhado ao longo da metodologia.

1) Floresta alterada: ambiente formado por um fragmento de floresta, em
diferentes estagios de sucessao, em uma paisagem urbana com algum tipo de
acao antropica, cercado por bairros e uso da terra destinado a atividades
diversas (trilhas, pesquisa, recreacao e laser). Para esta situacao foi amostrado
um fragmento de floresta urbana, no municipio de Rio Branco, denominada
Floresta do Parque Zoobotéanico (FPZ)

2) Floresta preservada: ambiente formado por um grande fragmento de floresta,
com remanescente de floresta primaria em uma paisagem rural, com moderada

acdo antropica, cercada por fazendas, rodovias e rio, com destinagdo para
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atividades de pesquisas. Para esta situacao foi amostrado um fragmento de
floresta priméaria, no municipio de Porto Acre, denominado Reserva Florestal
do Humaita (RFH)

3) Floresta conservada: ambiente formado por floresta primaria de mata continua,
com médio impacto antrépico e uso da terra destinado a atividades tradicionais
de extracao de latex e castanha-do-brasil, onde o acesso é restrito, distante de
plantacdes e domicilios. Para esse tipo de situacdo foi selecionada uma area
de floresta primaria no municipio de Xapuri, denominada de Floresta do
Seringal Cachoeira (FSC).

Sobre o potencial risco de transmissdo de zoonoses, vale ressaltar que a
finalidade da categorizagéo das éareas foi analisar o risco do contato humano com
pequenos vertebrados silvestres potenciais reservatérios, em cada situacao
ecoepidemiolégica, numa situacdo onde os resultados pudessem apontar diferentes
taxas de infeccdo dos animais.

Em relacdo ao levantamento faunistico, as oito areas levantadas neste estudo
foram indicadas pelo Zoneamento Ecologico Econdémico (ZEE/AC), para que
pudessem ser realizados o0s levantamentos com a prioridade de identificar os
indicadores da diversidade local (ACRE, 2006).
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Figura 3. Localizacdo geografica, por municipios e localidades, das oito areas
selecionadas para o estudo dos pequenos mamiferos no estado do Acre. (1) Areas
que fizeram parte do estudo comparativo; (2) Areas inseridas para compor o
levantamento de espécies de pequenos mamiferos. Base de dados ZEE/AC. Mapa

elaborado por: Charle F. Cris6stomo

4.3 Descricado das areas do estudo

4.3.1 Floresta do Parque Zoobotéanico (FPZ)

A Floresta do Parque Zoobotanico - FPZ (9°57S e 67°52W), mais conhecida
como PZ, possui cerca de 114ha. Classificada como Parque Urbano (Oliveira & Jesus
2011) a FPZ integra o Campus da Universidade Federal do Acre (UFAC), ho municipio
de Rio Branco (9°57S e 67°52W; Figura 4). O O clima na FPZ é do tipo Equatorial
Quente e Umido e se caracteriza por uma temperatura média anual muito elevada
(24,5 °C), assim como por elevados indices de precipitacdo pluviométrica e umidade
relativa do ar (Kdppen-Geiger). Na regido ocorrem dois periodos climaticos distintos:
uma estacdo chuvosa entre o perido de outubro e abril, e uma estacao seca entre 0s
meses de abril e outubro (ACRE, 2006).
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Figura 4 — Floresta do Parque Zoobotanico, UFAC, com a localizacdo dos transectos
para coleta dos pequenos mamiferos (A, B, C D e E). Base de dados ZEE/AC. Mapa

elaborado por: Charle F. Cris6stomo

A vegetacdo da FPZ é formada por florestas em diferentes estagios
sucessionais, gerados pelas mortandades simultdneas de macicos de bambus
nativos, especialmente Guadua weberbaueri, com mortandade simultanea registrada
a cada 32 anos (Silveira, 2005). Os tipos florestais existentes na FPZ podem se
apresentar em mosaicos com transicbes pouco perceptiveis na estrutura da
vegetacdo e composicao floristica, formando continuos vegetacionais com sub-
bosque denso. De maneira geral a dinamica populacional do bambu na FPZ gerou
trés tipos béasicos de formacgdo vegetal (Silveira, 2005): floresta ombroéfila aberta de
palmeiras, floresta ombrofila aberta de palmeiras com bambu dominado e floresta
ombréfila aberta com bambu dominante, conhecido localmente como tabocal (Figura
4C).
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Figura 5. Principais tipologias florestais da Floresta do Parque Zoobotéanico (FPZ),
UFAC: (A) floresta ombréfila aberta de palmeiras; (B) floresta ombréfila aberta de
palmeiras, com bambu dominado; e (C) floresta ombréfila aberta com bambu
dominante

O tabocal é uma tipologia florestal natural da regido, porém sua ocorréncia e
dispersdo em uma area podem ser beneficiadas pela atividade antrépica, ja que o
bambu (G. weberbaueri) cresce rapidamente em condi¢cdes de maior luminosidade.
No caso da FPZ, que é um fragmento florestal urbano, esse tipo de vegetacédo ocorre
principalmente nas areas que estédo sob o efeito de borda (com maior luminosidade)
e, por ser uma espécie competitivamente eficiente, isto €, uma espécie de rapido
crescimento e inibidora da regeneracdo de outras espécies, domina a paisagem nha
FPZ até 100m a partir da borda do fragmento.

O tabocal também ocorre no interior do fragmento, mas em pequenas manchas
de cerca de 30 a 40m de raio (Calouro et. al., 2010). Devido a dinadmica natural do
bambu, cuja mortandade simultdnea ocorre a cada 32 anos, existe um mosaico de
vegetacdo na FPZ que € consequéncia desse fenbmeno, o que permite considerar
toda a area como Floresta Secundéaria (Silveira, 1995).

Nos anos de 1940 a area onde se encontra a FPZ fazia parte de um Seringal
nativo conhecido como “Empresa”. As atividades antropicas realizadas nessa época
eram basicamente extrativistas e ndo existe qualquer registro historico de retirada de
madeira ou a presenca de incéndio desde a inauguragdo do campus em 1976
(Meneses-Filho et al., 1995).

Como entidade publica, o Parque Zoobotanico (PZ) é uma unidade de
pesquisa e extensdo ligada administrativamente a reitoria da UFAC criada no inicio
da década de 1980 a partir da desapropriagdo de varias pequenas propriedades
agricolas dedicadas ao cultivo de culturas anuais e perenes e de pequenas criacdes
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de gado (Oliveira et al., 1985). Com o0 abandono dessas areas antropizadas, a floresta
remanescente que recobria uma pequena parte do local se regenerou e formou o
fragmento florestal atual.

Na area que se insere a FPZ, estdo instaladas edificacdes que abrigam a
administracdo do PZ e seus setores, sendo eles um viveiro de producado de mudas,
um herbdrio, os laboratérios de Sementes Florestais e de Entomologia, além de outros
setores de estudos como o Setor de Uso da Terra e Mudancas Climaticas (SETEM),
o Setor de Educagdo Ambiental, o ‘Projeto Arboreto’ e a sede, no Acre, do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia (INPA). No interior da FPZ, existem
aproximadamente 4,5 km de trilhas utilizadas em atividades de pesquisa, extensao e
educacdo ambiental. Em 2015 foi registrada a visitacdo de cerca de 1.300
pessoas/ano, considerando diferentes publicos desde académicos da propria UFAC a
outros usuarios da rede publica de ensino (Silva et al., 2016).

4.3.2. Floresta do Seringal Cachoeira (FSC)

O Seringal Cachoeira € uma denominacdo popular de um antigo seringal
nativo, durante o “boom” da borracha no estado do Acre. Situa-se em area de floresta
continua e atualmente pertence ao Projeto de Assentamento Agroextrativista Chico
Mendes (PAECM), delimitado pelo INCRA nos anos de 1989 (Incra, 2007). Constitui-
se de Unidades Familiares de Producdo Extrativista (UFPE), caracterizadas por
pequenas propriedades no interior da floresta (média de 3ha a 4ha), conhecidas
regionalmente como “Colocagdes”. As colocagdes obedecem uma demarcagao
peculiar, onde a fronteira de uma colocacdo com a outra € definida pelas trilhas
utilizadas para coleta do latex de seringueira (Hevea brasiliensis) ou trilhas de
castanheiras (Bertholletia excelsa) existentes em cada area. Dessa forma, o tamanho
de cada colocacédo € estimado pela quantidade de trilhas existentes na colocacéo,
sendo comum a definicdo de que a “area de uma trilha”, em média, € igual a 1ha. A
area de floresta amostrada no Seringal Cachoeira - que para efeito de andlise sera
tratada daqui pra frente como Floresta do Seringal Cachoeira (FSC) — constitui-se
como Floresta Ombrofila Densa, de mata continua e esta localizada na Colocacao
Retiro I, entre as coordenadas 10°49S e 68°21W, aproximadamente a 30 quildmetros

da sede do municipio de Xapuri (Figura 5).
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Figura 6. Floresta do Seringal Cachoeira - FSC, com a localiza¢édo dos transectos
para coleta dos pequenos mamiferos (A, B, C D e E). Base de dados ZEE/AC. Mapa

elaborado por: Charle F. Criséstomo

O sistema produtivo desenvolvido pelas Colocacdes € baseado em diferentes
atividades econémicas que combinam desde a extracdo de produtos florestais nao
madeireiros (PFNMs), com destaque para a castanha-do-brasil e o latex, a outras
atividades como caca e pesca de subsisténcia, pequenas criacdes (aves, porcos e/ou
gado), além da producéo agricola em pequena escala, complementando a renda dos
moradores. Ao todo, a FSC possui 24,2 mil hectares, com aproximadamente 318
moradores em 86 familias assentadas (Incra, 2017). A maioria das pessoas gue vive
na FSC sao castanheiros e seringueiros por tradicdo (ou descendentes) e residentes
antigos da area (Stone-Jovicich, 2007). As familias tém fortes lacos de parentesco
entre si e a maioria das pessoas pertence a um pequeno numero de familias
numericamente grandes. Esse aspecto confere a localidade grande coesdo e bom
gerenciamento dessa area, no que concerne a participacdo da comunidade nas
politicas de desenvolvimento local.

Até os anos de 2006 a castanha-do-brasil e a extracdo do latex eram

considerados os principais produtos na composi¢cao da renda das familias. Outras
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importantes fontes de renda adicionais incluem: aposentadorias, servigos prestados
(diarista, meeiro) e salario como funcionario publico (Stone-Jovicich, 2007).

A partir de 2006, a extragdo de madeira manejada, através da implementacgéo
de um Projeto de Manejo Florestal Comunitario (MFC) se tornou a maior fonte de
renda naregiéo (Franco & Esteves, 2008). A extracao “manejada” de madeira na FSC
é fundamentada em uma forte alianca entre comunidade, governo e entidades nao

governamentais (Stone-Jovicich, 2007).

4.3.3. Reserva Florestal do Humaita (RFH)

A Reserva Florestal do Humaita (RFH) € uma area que pertence a Universidade
Federal do Acre (UFAC). Trata-se de um remanescente florestal inserida em meio a
um grande Projeto de Assentamento gerenciado pelo INCRA, denominado Projeto de
Assentamento Dirigido Humaita (PAD-Humaita), localizado no municipio de Porto
Acre (detalhado na proxima descricdo). A RFH situa-se entre as coordenadas 9°43S
e 67°48W e possui uma area de aproximadamente 2.000ha, com altitudes que variam
entre 130 al70m. Limita-se a leste com 0 Rio Acre e a oeste com a Rodovia AC-10,
gue liga o municipio de Porto Acre a capital Rio Branco. A area esta cercada por
propriedades rurais, que em sua maioria realizam atividades ligadas a agropecuaria.
Segundo a classificacdo de Koppen, a RFH apresenta clima tropical umido e
temperatura média anual de 26° C, com pluviosidade média anual de 1940 (x228 mm)
e umidade relativa média anual do ar de 85% (Duarte, 2005). A formacédo vegetal
dominante na RFH é floresta aberta com bambu (Guadua weberbaueri) e floresta
aberta com palmeiras (Barroso et al., 2011), regido esta, onde foi instalada a grade do
Ppbio, da qual foram disponibilizadas cinco do total de parcelas existentes para as
analises comparativas do presente estudo (Figura 6).

Nos ultimos sete anos, o local tem acolhido pesquisas integradas, envolvendo
a participacao de pesquisadores da propria UFAC e de outras instituicbes de ensino
ou pesquisa do Brasil e do exterior, como Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), Universidade Estadual de Maringa (UEM), Universidade Estadual de Londrina
(UEL), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), University of Exeter
(Inglaterra), New York Botanical Garden e University of Florida. Mais recentemente, a
RFH abriga estudos do PPBio, da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), da Rede
Amazobnica de Inventarios Florestais (Rainfor), bem como parcelas permanentes de

monitoramento de area de queimadas e projetos de mestrado (Ufac, 2015).
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coleta dos pequenos mamiferos (A, B, C D e E). Base de dados ZEE/AC. Mapa

elaborado por: Charle F. Cris6stomo

4.3.4. Ramal Prof2. Lucila, Rodovia AC-10, Km20

O Ramal Prof2 Lucinda esta localizado no Projeto de Assentamento Dirigido
Humaita — PAD-Humaita. O PAD Humaita, que abrange uma area de 63.861 ha, foi
criado em 08 de agosto de 1981, atraves da Resolucdo 117 do INCRA. . Conforme
mencionado no item anterior, localiza-se no municipio de Porto Acre, distante cerca
de 30 quilémetros da capital Rio Branco (Figura 7). E tangenciado por uma rodovia
federal, a BR-317, que esta diretamente ligada a rodovia AC-10, possuindo uma via
de acesso natural, que é o rio Acre, importante via de escoamento da producao
agricola familiar para os produtores que residem na regido banhada por esse rio
(Souza, 2012).
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Criséstomo

O PAD Humaita foi um dos maiores produtores de graos, garantindo boa parte
da demanda de alimentos da capital do estado, Rio Branco. Estudos realizados nesse
assentamento comprovaram que parcelas significativas de suas terras sao indicadas
para agricultura, exigindo apenas medidas quanto a conservacdo e manutencao de
suas propriedades. Atualmente, a principal exploracdo econémica do assentamento é
a pecuaria de corte com baixos indices zootécnicos (Moreira, 2007). A maioria dos
moradores do PAD-Humaitd é proveniente do Parana — os desabrigados da
hidroelétrica de Itaipu — ou sdo ex-seringueiros residentes da periferia das cidades ou

da propria localidade (Moreira, 2007).
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4.3.5. Floresta Experimental Catuaba (FEC)

A Fazenda Experimental Catuaba - FEC (10°04'S, 67°37'W), é uma unidade de
pesquisa da Universidade Federal do Acre (UFAC) localizada no km 23 da BR-364,
sentido Rio Branco-Porto Velho, no municipio de Senador Guiomard (Figura 3). A
FEC possui uma area com cerca de 850 hectares, e sua vegetacdo se constitui por
floresta tropical aberta de terra firme com bambus e palmeiras, floresta densa,
florestas secundarias e pastagens cultivadas. O relevo local é suavemente ondulado,
influenciado pela rede de drenagem formada por pequenos cursos de agua (Souza e
Cardoso, 1996). A temperatura média anual na regido varia entre 22 a 24°C e a
precipitacdo média anual é de 1.973 mm, com as chuvas mais concentradas no més

de janeiro (Mesquita, 1996).

4.3.6. Projeto Assentamento Nova Cintra (PNC)

O Projeto de Assentamento Nova Cintra (PNC) encontra-se distante cerca de
650 km da capital do Acre, seguindo o curso do rio Jurua situado no municipio de
Rodrigues Alves, entre as coordenadas 7°48'S e 72°40’'W. Esta € a Unica area de
estudo na regido Oeste do Acre (Figura 3). Até a sede do PNC sao percorridos 16 km,
saindo de Rodrigues Alves. O tamanho médio das propriedades no PNC varia de 15
a 100 ha, com predominio de assentados pelo INCRA (Acre, 2011). A localidade do
estudo apresenta ligacdo por via terrestre com as cidades de Rodrigues Alves e

Cruzeiro do Sul através de um ramal com entrada na rodovia AC-407.

4.3.7 Capixaba

O Municipio de Capixaba, (10°33’S, 67° 41'W), localiza-se a 60 km da capital
Rio Branco, o qual possui uma populacdo de aproximadamente 8.798 habitantes,
sendo a décima sexta populacdo do estado acriano, ocupando o 21° lugar em area.
Sua economia gira em torno do extrativismo vegetal, da madeira, da castanha do
Brasil, da pecuaria, da agricultura de subsisténcia e do cultivo de cana para a usina
de &lcool que se instalou no municipio (AMAC, 2017). Limita-se ao norte e nordeste,
com o municipio de Rio Branco; ao sul, com a Bolivia; a leste, com o municipio de

Placido de Castro e a Bolivia e a oeste, com 0 municipio de Xapuri. O acesso ao
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municipio é feito por meio rodoviario através da BR-317 (Figura 3). A captura de
amostras de roedores silvestres nesta area ocorreu em julho de 2015, ao longo da
Rodovia AC-10, Km 20, Ramal Profd. Lucila, Chacara da Dona Arlete, entre as
coordenadas S 09°48’43,1” e W 67°42'37,2”, em ambientes rurais (cultura de cana-
de-acucar, area de pastagem, areas de capim-braquidria e no peridomicilio de
residéncias rurais e areas de floresta nativa (Nunes-Lavocat et al, 2015).

4.3.8 Brasiléia

O municipio de Brasiléia (10°56'S, 68°44'W) limita-se ao norte e a leste, com 0
municipio de Xapuri; ao sul, com a Bolivia; a oeste, com o municipio de Assis Brasil;
a noroeste, com o municipio de Sena Madureira e a sudeste, com o municipio de
Epitaciolandia. A cidade possui uma grande influéncia econémica do comeércio
praticado pela Zona Franca do lado boliviano e pela capital Rio Branco.

A ligacdo com a cidade boliviana é feita através da Ponte da Amizade, que liga
os dois paises e incrementa o intercambio cultural e comercial na zona de livre
comércio de Cobija entre brasileiros e bolivianos. Nos finais de semana a cidade
recebe um grande fluxo de turistas que vao fazer compras na Zona Franca de Cobija.
O Municipio ocupa o0 sexto lugar em numero de populacdo e o décimo quarto em
tamanho de area (AMAC, 2017). O acesso ao municipio de Brasiléia pelo lado
brasileiro é feito por meio rodoviario através da BR-317. Sua economia baseia-se no
comeércio, na pecudria leiteira e de corte, na agricultura de subsisténcia e no
extrativismo vegetal. Com a possibilidade da “Estrada do Pacifico” que liga o Brasil ao
Peru integrando esta regido aos paises vizinhos, ha grande esperanca no crescimento
econdmico do municipio, principalmente a partir de iniciativas como o abatedouro de
aves que esta sendo implementado as margens da estrada.

As coletas de roedores realizadas em Brasiléia, ocorreram no més de maio e
setembro de 2013, ao longo da BR-317, Estrada do Pacifico, entre linha 7 e linha 1 na
Coldnia Buriti, entre as coordenadas S 10°51°00” e W 68°45°00”.

4.4 Logistica das expedicOes e esfor¢co de captura

Nas localidades da FPZ, RFH e FSC foram realizadas oito expedicbes com

esforco de captura padronizado. As expedicdes nessas trés areas foram realizadas
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entre 0s meses de marco e agosto de 2014 (seca) e novembro e dezembro de 2015
(chuvas), durante um periodo de cinco noites de capturas.

Simultaneamente as expedigbes na RFH, quatro transectos de captura
adicionais foram estabelecidos para atender aos objetivos do PPbio. Os animais
capturados nestes transectos e os provenientes das expedicfes nos municipios de
Rodrigues Alves (PNC) e Senador Guiomard (FEC) foram adicionadas ao trabalho
com a finalidade de compor a lista das espécies dos pequenos mamiferos, um dos
objetivos desse estudo. Assim sendo, duas expedi¢Oes foram realizadas na FEC,
sendo a primeira em novembro de 2013, com duracao de sete noites de capturas e, a
segunda em dezembro de 2016, com cinco noites de capturas e esforco total de 1500
armadilhas/noite. A Ultima expedicao foi realizada no més de maio de 2016, no periodo
chuvoso na area de estudo do PNC e teve duracédo de quatro 4 noites de captura
(Quadro 1).

O esfor¢co de captura em cada expedicao/localidade variou de 900 a 2.000
armadilhas/noites. O Quadro 1 apresenta o quantitativo do esfor¢co de captura total
nas diferentes areas de estudos, detalhado pelo sistema de armadilhas empregado

nos diferentes estratos da vegetacéao e tipo de armadilha utilizada.

Quadro 1 — Esforco utilizado na captura dos pequenos mamiferos no periodo de 2013
a 2016, nas areas de estudo no estado do Acre. Amardilhas/noite: SL= solo; SB=
sobosque; DS= dossel; PT= pitfall.

Localidades Esfor¢co de Captura
Municipio . .
P Sistema de armadilhamento Total .
(armadilhas/noite)
Porto Acre RFH! 1000SL/500SB/500DS/400PT 2400
Rio Branco FpZz: 1000SL/500SB/500DS/400PT 2400
Xapuri SCA! 1000SL/500SB/500ds/400PT 2400
Porto Acre RFH2 800SL/400SB/400DS/400PT 2000
Se_nador FEC?2 1500SL 1500
Guiomard
Rodrigues Alves PNC:2 900SL 900
Brasiléira Col6nia Buriti2 1300SL 1300
a
Porto Acre Ramall Prof 1300SL 1170
Lucila2

(1) Areas comparaveis do estudo; (2) Areas incorporadas para compor o

levantamento.
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4.5 Desenho Amostral

4.5.1 Distribuicdo das armadilhas e técnicas de armadilhamento

Em cada area foram estabelecidos transectos lineares de 225m cada. Ao longo
de cada transecto foram instaladas 15 esta¢des de captura com uma combinacgao de
armadilhas Sherman® e Tomahawk® dispostas, de forma a amostrar os estratos do
solo, sub-bosque e dossel (Figura 9). Cada estacéo de captura foi instalada a uma
distancia de 15m uma da outra. O sub-bosque foi amostrado a uma altura de 2m e o
dossel a cerca de 15m (Figura 09 e 10B). As armadilhas distribuidas no dossel foram
instaladas com auxilio de cordas e uma plataforma de madeira (Figura 10A).

Figura 9. llustracdo do transecto linear. Distribuicdo e caracterizagéo das armadilhas
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utilizadas no estudo. SH = Sherman G. (43x12,5x14,5cm); Sh = Sherman P.
(30x8x9cm); Tw = Tomahawk (40x12x12cm). Mapa elaborado por: Charle F.

Criséstomo

diferentes estratos da vegetacao, para captura de pequenos mamiferos. A = dossel

(Sherman G); B= sub-bosque (Sherman P) e C= solo (Tomahawk). Imagens: Charle

F. Cris6stomo.
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Ao final de cada transecto, a uma distancia de 10m da Ultima estacao de captura,
foram instaladas quatro armadilhas de queda (pitfall). Para confeccdo das pitfalls
foram utilizados baldes de plastico de 60 litros, com largura da boca igual a 60 cm. Os
baldes foram enterrados e interligados por uma cerca guia, de lona, a uma distancia
de 10 metros um do outro em forma de “Y” (Figura 11).

Figura 11. Utilizacdo de armadilhas Pitfall em formato radial (Y), instaladas ao fim de
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cada transecto de armadilhas live traps, para captura de pequenos mamiferos.

Imagens: Charle F. Criséstomo.

4.6 Coleta das variaveis ambientais para comparacao das trés areas de
estudo (RFH, FPZ e FSC)

Para a caracterizacdo das areas de florestas e sua associacédo com as espécies
de pequenos mamiferos, foram medidas diversas variaveis quantitativas e qualitativas
(Anexo 8.1). As variaveis foram medidas de modo a caracterizar a estrutura horizontal
e vertical das florestas, nas 15 estacdes de capturas existentes em cada uma das
cinco trilhas instaladas nas trés areas de estudo, considerando as quatro direcdes -
norte, sul, leste e oeste — a uma distancia de 1,5m do ponto central de cada estacao
de captura, formando uma area de 9m2 ao redor das armadilhas, sendo este
considerado o micro-habitat das espécies.

Como instrumento de medicdo da Porcentagem de Obstrucédo Foliar Vertical
(OFV), foi utilizado um quadrado de 1mz2 (0,5 x 0,5 m) dividido em 100 quadrados
menores, confeccionados com arame de modo a formar uma tela (Figurall) de acordo
com Freitas et al. (2002). As medicdes foram realizadas pela quantificacdo do niamero
de obstrucdes desses quadrados, tendo como centro da medicdo o centro de cada
estacdo de captura ao longo de cada trilha. Foram considerados visualmente

obstruidos aqueles quadrados menores com mais de 50% de obstru¢ao visual.
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Figura 12 — Utilizacdo do instrumento para medi¢cao da porcentagem de obstrucéo
foliar vertical (OFV) observada na cobertura de dossel. Imagem: Charle F.

Crisostomo.

As seguintes medi¢cdes foram quantificadas: Porcentagem de Obstrucéo Foliar
Vertical (OFV) na altura de 50 cm a 1m, Porcentagem de Cobertura do Dossel
(DOSSEL), Altura do Dossel (ALT), Numero de Arvores com diametro na altura do
peito entre 10 e 39 cm (ARV1), Nimero de Arvores com diametro na altura do peito >
40 cm (ARV2) e Area Basal, com Numero de Buracos no solo e Numero de
Componentes da Flora, incluindo plantas indicadoras de perturbacdo e de
preservacao, conforme informacdes contidas nos formulario para coleta de variaveis
para Micro e Meso-Habitat (Anexo 8.1). Além destas variaveis, foram tomadas
variaveis categoricas caracterizadas por presenca e auséncia, ou classificadas em
pouco, regular e muito: conectividade do dossel (CONECT), grau de abertura do
subosque até 5 metros (SUB1), entre 5 e 10 metros (SUB2) e acima de 10 metros
(SUB3), perfil do ambiente variando de clareira a mata fechada (AMBIENTE),
presenca de arvores multiplas e altura do fuste (FUSTE), presenca de cursos d’agua
(ALAGAMENTO), presenca de criadouros de animais (CRIADOUROS), presenca de
trilhas/estradas (TRILHAS), existéncia de planta¢des nos arredores, tipo de textura do
solo variando de solo rochoso a solo alagado, e espécies peculiares da vegetacao.
Também foi avaliado o tipo de Intervencdo humana no ambiente em cada transecto
sendo considerados os tipos de atividades como sendo: atividade de ensino e/ou
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pesquisa (ENS/PESQ), atividade extrativista (EXTRAT) e arividade de recreacdo
(RECREA), sendo 0 —auséncia da atividade, 1 — pouca atividade e 2 — muita atividade.

4.6.1 Analise dos dados para as varidveis ambientais e diversidade de
espécies

Foram estimadas a riqueza e abundancia dos pequenos mamiferos para cada
area de estudo, considerando-se a estacdo do ano e o estrato vertical da vegetacao
no qual foram estabelecidas as armadilhas (solo, sub-bosque e dossel). A riqueza de
mamiferos foi considerada como sendo o0 nimero de espécies e a abundancia como

0 numero de individuos de cada espécie por area de estudo.

4.6.2 Comparacao entre as trés areas de estudo (RFH, FPZ e FSC)

A equitabilidade foi calculada através do indice de Pielou (J) (Ludwig &
Reynolds, 1988). Foi construida uma curva de acumulo de espécies pelo método de
rarefacdo de modo a avaliar se o esfor¢co de captura foi suficiente para amostrar toda
comunidade de pequenos mamiferos, considerando a riqueza de espécies e sua
abundancia, para cada area de estudo e para as trés areas somadas. Um indice de
riqueza total de espécies foi estimado pelo método Jackknife 1 (Smith & Van Belle,
1984).

A diversidade de espécies foi comparada entre as trés areas de estudo em
relacdo a sua composicdo de espécies através de uma Analise de Escalonamento
Multidimensional Nao-Métrico (NMDS). Esta analise permite representar as relacdes
de ordenacédo entre objetos, considerados aqui como transectos, em um determinado
numero reduzido de eixos (Boccard et al.,, 2011). Sendo assim, foi analisada a
distancia entre as areas em relacdo a sua dissimilaridade de espécies, utilizando os
valores de abundéancia de cada espécie por transecto. Foi utilizado o indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis para gerar a matriz de distancia usada na NMDS.

A relacéo entre a rigueza e a abundancia de espécies de pequenos mamiferos
com o habitat foi investigada conforme a descricdo seguir. As variaveis quantitativas
de habitat foram transformadas em uma unidade de area padrdo de acordo com
Cerqueira & Freitas (1999), de forma a uniformizar sua quantificagdo. Considerando o
namero elevado de varidveis ambientais, foram realizadas selecdes de variaveis a
priori, de modo a evitar colinearidade e a interpretacéo final dos resultados.

Inicialmente, variaveis de habitat correlacionadas foram excluidas, bem como aquelas
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varidveis com pouca variacdo ao longo dos transectos entre as areas. As correlacdes
foram analisadas através do coeficiente de Spearman e a variacdo de cada variavel
ao longo dos transectos foi testada utilizando-se ANOVA — One Way ou Kruskal Wallis,
de acordo com a normalidade dos dados. As variaveis selecionadas nesta etapa
foram: OFV, SUB2, ARV1, ALT, ARV2, CIPO, PALMEIRA, BAMBU, CONECT,
TRILHAS, AREA-BASAL, ESTRAT, RECREA, ENS/PESQ. A partir dessas variaveis,
foi realizada uma terceira selecdo de variaveis a priori, através de correlacao de
Spearman, entre a riqueza e a abundancia de espécies de pequenos mamiferos com
as variaveis de habitat acima, sendo selecionadas apenas as variaveis que
apresentaram p < 0,05. Finalmente, a relacdo entre a riqueza e a abundancia de
espécies de pequenos mamiferos com o habitat foi analisada através de modelos
lineares generalizados (GLM), onde os melhores modelos foram escolhidos utilizando
o critério de informagao de Akaike corrigido (AICc), considerando o valor de Delta (A)
AICc = 2. Nesta analise, foram utilizadas as variaveis ARV1, ARV2, ENS/PESQ e
EXTRAT para a rigueza de espécies e ENS/PESQ e EXTRAT para a abundéncia.
Para a GLM foram utilizadas as médias das variaveis de habitat quantitativas e
categoricas de cada transecto. Para as variaveis, presenca de atividade extrativista,
recreacao e ensino/pesquisa, foram utilizados os valores brutos, uma vez que estas
medidas foram feitas para cada transecto.

Foram calculados indices de heterogeneidade e complexidade do habitat para
cada transecto a partir das variaveis de habitat selecionadas. A influéncia da
heterogeneidade e da complexidade na riqueza e abundancia das espécies foi
investigada utilizando-se correlacdo de Spearman. As variaveis utilizadas para o
célculo do indice de heterogeneidade e que representam uma estrutura horizontal do
habitat, foram: OFV, SUB2, CIPO, PALMEIRA, BAMBU, TRILHAS, AREA-BASAL. As
variaveis utilizadas para o calculo do indice de complexidade, que representam uma
estrutura vertical do habitat, foram: ALT, CONECT, ARV1 e ARV2. Os indices de
heterogeneidade e complexidade foram calculados como sendo os escores do eixo 1
das analises de componentes principais (PCA) utilizando-se os dados de suas
respectivas variaveis (August, 1983).

O nivel de significancia considerado nos testes de hipétese foi de 5% em todas
as anadlises. Para a ANOVA e Kruskal Wallis foi utilizado o pacote stats (R Core Team,
2016), a correlacgao foi feita com o pacote Hmisc (Harrel Jr., 2016) e a nMDS e as GLM

com o pacote vegan (Oksanen et al., 2017) do software RStudio versédo 1.0.36. As
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analises de curva de rarefagédo e estimador de riqueza foram realizadas no software
PAST versao 2.17c.

4.7 Captura e procedimentos com 0s animais

4.7.1 Tipos deiscas

A isca utilizada para a captura dos pequenos mamiferos foi uma mistura
generalista composta de bacon, aveia, banana e pasta de amendoim (Figura 13),
preparada para atrair pequenos mamiferos de habitos frugivoros, granminivoros e
carnivoros/insectivoros. Durante todo o periodo de capturas, as armadilhas (exceto as
pitffals) foram iscadas no final da tarde e visitadas na manhé seguinte para checar a
presenca de animais capturados. Sempre que necessario, as iscas eram repostas

(checagem diaria), e substituidas completamente a cada dois dias.

pasta de amendoim, utilizada na captura dos pequenos mamiferos. Imagens: Charle

F. Cris6stomo.

4.7.2 Transporte, contencédo e coleta biométrica

Nas checagens diarias matinais, as armadilhas contendo o0s animais
capturados foram transportadas imediatamente para uma base laboratorial de campo
(Figura 14A) onde sequencialmente os animais foram contidos (Figura 14B) e
anestesiados (Figura 14C), conforme orientacdo veterinaria, atendendo as normas
estabelecidas pela Resolugéo n°. 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria,
de 20 de junho de 2002 e condi¢Bes requeridas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz, Licenca LW-39/14 (Anexo 8.2). Em seguida,
dados bindmicos como peso corporeo, medida do corpo, cauda, pés e orelha, foram

registrados no formulario de campo (Anexo 8.4). Além desses, também foram
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registrados no formulario observacfes sobre o sexo, estado reprodutivo, presenca de
ectoparasitas e denticdo, para estimativa etéria, no caso dos marsupiais. O estado ou
atividade reprodutiva foi constatado pela ocorréncia de gestacdo nas fémeas de
roedores (presenca de embrides) e pela ocorréncia de lactacdo nas fémeas de
marsupiais, com presenca de filhotes no marsupio ou pelo intumescimento das tetas
indicando presenca de leite e desmame recente. Também foi observada, como
indicador de atividade reprodutiva nas fémeas de roedores, a condicdo externa da
vagina (fechada ou aberta e presenca de secrecao).

Figura 14. A) Instalacdes do laboratério de campo para eutanasia dos pequenos
mamiferos capturados e obtencdo das amostras biologicas; B) Contencdo de um

roedor; e C) Anestesia de um roedor. Imagens: Charle F. Crisdstomo.

4.8 Coleta do material bioldgico

A coleta de material biolégico dos pequenos mamiferos incluiu amostra de
sangue, de 6rgéaos especificos e medula éssea (Figura 15). O sangue foi coletado por
puncéo cardiaca (seringas de 1-3 ml de acordo com o tamanho do animal) para
analises sorolégicas de investigacdo quanto a infec¢do por hantavirus (Figura 15A).
Amostras de o6rgaos (rim, figado, baco, pulmdo e coracédo) foram preservadas em
Trizol para posterior diagndstico molecular e confirmacao da infec¢do por hantavirus
e bartonelas (Figura 15B).

Para auxiliar na identificacdo taxon6mica dos roedores, foram coletadas
amostras de medula 6ssea do fémur, com a finalidade de extrair o material genético
de suas células, que foram preservadas em suspensdo no fixador Carnoy, para
realizacdo de andlise cariotipica. Com o mesmo fim, amostras de figado foram fixadas

e preservadas em etanol para estudos moleculares (Figura 15C).
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A eutanasia dos animais previamente sedados, ap0s a extracdo dos dados
bionémicos, foi realizada preferencialmente, por exanguinacdo cardiaca total. Nos
casos de impossibilidade de sua realizacdo foi feita inoculagdo intracardiaca de
cloridrato de ketamina, numa superdosagem (acima de 50 mg/Kg de peso), conforme
descrito em Rivera, 2007.

Figura 15. Procedimentos realizados no laboratério de campo nos pequenos
mamiferos capturados. A= Punc¢do Cardiaca, B= Retirada de 6rgaos e tecidos para
diagnéstico de infecgbes, e C= Coleta de amostras de figado para obtencao de DNA
dos pequenos mamiferos. Imagens: Charle F. Crisstomo.

4.9 Estabelecimento da Colecao Cientifica dos Pequenos Mamiferos

Todos os espécimes de pequenos mamiferos (pequenos roedores e marsupiais)
coletados, bem como os doados pelo IEC/PA, tiveram suas peles preparadas em meio
seco (taxidermia) (figura 16 A e C). Os cranios/esqueletos foram também preparados,
sendo sua musculatura retirada com auxilio de larvas de Dermestes sp. (Coleoptera:
Dermestidae), em colbnia estabelecida no LABPMR (figura 16B). Além destes,
espécimes de outros taxa (grandes roedores, cingulatas, cervideos, tayassuideos,
felideos e primatas) provenientes de doacfes de moradores locais e/ou recolhidos em
estradas, vitimas de atropelamentos, foram também preparados e incorporados ao
acervo. Apoés preparagao dos espécimes, todos foram etiquetados com as seguintes
informacgdes padréo: identificacéo taxondémica, data e local de captura, identificacdo e
nuamero de livro do coletor, sexo, peso, medidas corporais (tamanho do corpo, cauda,
orelha e pata traseira), e observagdes gerais, quando necessarias. Todos espécimes
foram depositados na cole¢cdo do LBPMR/IOC e formam acervo testemunho das

espécies de mamiferos do estado do Acre.

57



ﬁl"‘ . E |

Figura 16. Taxidermia e preparacdo dos esqueletos dos pequenos mamiferos. (A)

Preenchimento das peles com algodédo hidrofébico; (B) Preparacdo de esqueletos
para limpeza em coldnia de Dermestes sp. (C) Secagem de peles de marsupiais ap6s
processo de taxidermia. Imagens: Charle F. Crisdstomo.

4.10 Biosseguranca

Considerando a possibilidade da captura de roedores infectados por
hantavirus, e por ser este um agente biolégico pertencente a classe de risco nivel 3,
toda equipe foi treinada para observar os protocolos de biosseguranca no manuseio
de animais silvestres, preconizados pela Comissado de Biosseguranca do Instituto
Oswaldo Cruz — IOC/Fiocruz (Lemos & D’Andrea, 2014), incluindo treinamento para a
utilizac&o de equipamentos de protecao individual (EPI) e de protecao respiratoria que
contempla filtros de ar motorizados, mascaras com pressao positiva, jaleco, luvas e

botas. A Figura 17 apresenta alguns destes equipamentos.

Figura 17. Utilizacdo de equipamentos de protecdo individual (EPI) nivel 3 de
biosseguranca utilizados no manuseio e nas necropsias dos pequenos mamiferos,
realizados nos laboratérios estabelecidos no campo. (A) Mascara de pressao positiva;
(B) Jaleco impermeéavel; (C) Filtro P3 de ar motorizado; e (D) Luvas de latex para
procedimento. Imagens: Charle F. Criséstomo.
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4.11 Consideragdes Eticas

Todos os procedimentos realizados neste projeto de pesquisa foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais
(CEUA/FIOCRUZ) sob o niumero LW-39/14 (Anexo 8.2). As expedicdes realizadas de
coleta de animais estdo de acordo com licenca de captura para todo o territério
nacional (ICMBIO/IBAMA, licenca permanente n°® 13373 (Anexo 8.3).

4.12 Taxonomia: Técnicas utilizadas para identificacdo dos espécimes

4.12.1 Morfologia externa e craniana

A identificacdo em nivel especifica dos espécimes de pequenos mamiferos foi
realizada no Laboratério de Biologia e Parasitologia de Mamiferos Silvestres
Reservatorios LABPMR/FIOCRUZ em parceria com o0 Laboratorio de Genética do
Instituto Nacional do Cancer INCA/RJ, com a participacdo de colaboradores
especialistas nos diversos taxa coletados, sob a coordenacdo geral da Dra. Cibele
Rodrigues Bonvicino.

Inicialmente, no campo, se recorreu a técnicas morfologicas baseadas em
analises das caracteristicas externas dos animais. Com essas técnicas todos 0s
espécimes coletados foram identificados em nivel de género, sendo possivel a
identificacdo em nivel especifico, apenas para algumas poucas espécies.

A identificacdo especifica da maioria das espécies s6 foi possivel, no
laboratério, pela aplicacdo de técnicas citogenéticas e moleculares, como

cariotipagem e sequenciamento de DNA.

4.12.2 Cariotipagem

Com a técnica de cariotipagem (Citogenética) foi possivel determinar o nimero
cromossomico dipléide e fundamental de alguns espécimes dos diferentes géneros
de roedores e associar cada complemento cromossémico aos caracteres morfolégicos
de cada espécie, confirmando a identificacdo morfologica. Para tanto, células em
suspensao foram obtidas por cultura de medula éssea por 2horas a 37°C realizadas

em campo com meio estéril previamente preparado em tubos de prolipropileno de 15
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ml contendo RPMI1640 (80%), soro bovino fetal (20%), colchicina (10- 6M) e brometo
de etidio (5ug/ml). Apds incubacgdo os tubos foram centrifugados por 5-10 minutos e
re-suspendido em 10 ml de solucéo hipoténica fresca (KCI 0,075M). Ap6s 30 minutos
de hipotonizacao a temperatura ambiente uma fixacéo inicial foi feita adicionando 1ml
de Carnoy fresco (3 Metanol:1 Acido Acético) na solucdo hipotdnica, seguido de
centrifugacgéo por 5-10 minutos.

O material foi entdo fixado em 10 ml de Carnoy para posterior processamento
em laboratério. As amostras das células em suspensao foram preparadas em laminas
e coradas com Giemsa (4%) em tampao fosfato. ApGs a preparacéo das laminas as
imagens das metafases foram obtidas via microscépio éptico acoplado com camara
digital. ApGs a obtencao das fotografias das metafases, os cariétipos foram montados
seguindo uma ordem decrescente de tamanho dos autossomos, sendo que 0s
cromossomos sexuais foram colocados a parte. As técnicas citogenéticas
(cariotipagem) foram realizadas em colaboracdo com a Dra. Cibele Rodrigues

Bonvicino e sua equipe no INCA/RJ.

4.12.3 Analise molecular da diversidade de espécies de roedores do

estado do Acre.

A confirmacéao da identificacdo taxondmica através de analises moleculares foi
realizada para roedores, mas somente para algumas espécies. Dessa forma, diante
da impossibilidade de se identificar taxonomicamente, em nivel especifico, a partir da
morfologia externa e da cariotipagem, técnicas moleculares como a amplificacdo de
DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR, seguida de sequenciamento de
DNA e analise filogenética também foram utilizadas para comparacéao de identificacéo
do espécime em nivel taxonébmico. A aplicacdo de todas as técnicas acima
apresentadas seguiu protocolo especifico para cada fase e espécie analisada.

Os protocolos de extragdo de DNA utilizados foram Fenol Cloroférmio
(Sambrook et al., 1989), Kit QlAamp DNA Mini da Qiagen com o protocolo modificado
e Chelex, baseado no protocolo de Walsh et al. 1991. A integridade das amostras foi
verificada através de eletroforese em gel de agarose 1% observada em
transiluminador de luz ultravioleta (UV). Foi amplificado o gene mitocondrial da
citocromo b (MT-CYB) completo (1.140 pares de base), pela técnica PCR (reacdo em
cadeia da polimerase, do inglés, polymerase chain reaction) em um termociclador

modelo Veriti Mastercycler Gradient (Applied Biosystems), utilizando os iniciadores
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MVZ 05 e CITB-REV, obtendo-se aproximadamente 1.200 pares de base. Para um
total de 25pl de reacéo, foi adicionado 1pl de DNA e 24pl de mix preparado em cabine
de fluxo laminar com os reagentes do Kit Platinum Tag DNA Polymerase utilizando
protocolo modificado.

A PCR deu-se sob as seguintes condigdes:

Condicao 1 - Desnaturacéo inicial a 94°C durante 5 minutos; seguida por 35
ciclos de desnaturacéo a 94°C, por 45 segundos, hibridizacéo a 48°C por 45 segundos
e extensao a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; por fim, extenséo final a 72°C por 10
minutos.

Condicao 2 - Desnaturacéo inicial a 94°C durante 5 minutos; seguida por 5 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, hibridizacdo a 45°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos; em seguida, 35 ciclos de desnaturacao
a 94°C por 45 segundos, hibridizacéo a 51°C por 45 segundos e extensao a 72°C por
1 minuto e 30 segundos; por fim, extensao final a 72°C por 10 minutos.

Concluida a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 2%, observadas em transiluminador UV e registradas em fotografia digital.
Apo6s a amplificacao dos fragmentos, o material foi purificado utilizando os protocolos
dos Kits GE (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification) e Qiagen (QlAquick PCR
Purification). Finalmente, foram realizadas rea¢cdes de sequenciamento para o gene
MT-CYB. O método utilizado no sequenciamento foi 0 método de Sanger e a leitura
das sequéncias foi feita em sequenciador 3730XL DNA analyser (Applied
Biosystems). A reacédo e leitura de sequenciamento foi feita na Unidade Tecnoldgica
de Sequenciamento de DNA do Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas da FIOCRUZ,
com o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing e protocolo modificado.

Utilizando o programa Geneious 9, as sequéncias resultantes de cada exemplar
foram mapeadas a uma sequéncia de referéncia, editadas e reunidas em consensos,
gue foram alinhados a sequéncias do GenBank, constituindo assim uma matriz com
76 sequéncias de Proechimys. A partir do alinhamento foi gerada uma filogenia de
maxima verossimilhanca aproximada, através do programa FastTree 2.1. Foi utilizado
o modelo GTR+G e os suportes dos ramos foram calculados sobre valores de suporte
locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil amostragens.

As técnicas moleculares foram realizadas em colaboracdo com a Dra Cibele
Bonvicino, o Dr. Roberto do Val Vilela, a MSc. Tatiana Padua, o MSC. Jonathan

Gongalves e a aluna de Iniciagédo Cientifica Karina Diniz, todos da equipe do LABPMR.
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4.12.4 Analise molecular da diversidade de espécies de marsupiais do

género Monodelphis spp do estado do Acre

Foram utilizados vinte e oito espécimes de Monodelphis spp. coletados em
quatro areas deste estudo (1,2,3,4,) sendo também incluidos para compor as
amostras de espécimes da regido, mais dois espécimes do acervo da colecdo do
LABPMR, coletados em Rondonia (5), (Figural8).

1. Porto Acre-AC, Reserva Florestal Humaita (RFH), Monodelphis glirina (FEmea:
LBCE 18380, 18398, 18407, 18437cy, 18457, 18473cy, 18530cy, 18531,
18561, 19798, 19803, 19835cy, Macho: LBCE 18473, 19799, 19820cy),
Monodelphis peruviana (Macho: LBCE 18448cy, 18568cy, 19823cy),
Monodelphis emiliae (Fémea: LBCE 19847);

2. Rio Branco-AC, Floresta do Parque Zoobotanico (FPZ), Monodelphis peruviana
(Macho: LBCE18498cy, 18499cy);

3. Senador Guiomard-AC, Fazenda Experimental Catuaba(FEC), Monodelphis
glirina (LBCE 18046, Macho: LBCE 18056cy);

4. Xapuri-AC, Floresta do Seringal Cachoeira (FSC), Monodelphis emiliae
(Macho: LBCE18420, F: LBCE 18424cy, 19767, 19773), Monodelphis glirina

(Macho: LBCE 19871cy);

5. Alto Paraiso-RO, Fazenda do Sr. Bento, Monodelphis glirina (Macho: LBCE
7698cy, Fémea: LBCE 7699 cy).

62



10.0°s

70.0°wW 60.0°W

10.0°s

Legenda:

Porto Acre-AC
Rio Branco-AC
[3] S. Guiomard-AC
[4] Xapuri-AC

Alto Paraiso-RO

Bolivia
0 100 200 300 km
I | T |

70.0°W 60.0°wW

Figura 18. Localizacdo dos espécimes utilizados nas analises moleculares sobre a
diversidade de espécies de Monodelphis spp. que ocorrem no Acre. (1) M. glirina, M.
peruvia e M. emiliae; (2) Monodelphis peruviana; (3) M. glirina; (4) M. glirina e M.
emiliae; (5) M. glirina. Base de dados ZEE/AC. Mapa elaborado por: Charle F.

Criséstomo.

O DNA foi isolado de amostras de tecido hepético preservadas em etanol
seguindo um protocolo de fenol-cloroférmio (Sambrook et al., 1989). Para andlises
filogenéticas, o gene do citocromo b (MT-CYB, 1140 pb) foi amplificado utilizando os
iniciadores L14724 (Irwin et al., 1991) e CIT-REV (Casado et al., 2010), seguindo um
passo de pré-desnaturacdo em 94 °C por 2 min; 35 ciclos de desnaturacédo a 94 °C
por 30 seg, hibridizacéo a 54 °C por 30 seg e extensdo a 72 °C por 1:30 min; com uma
extensao final de 72 °C por 5 min. Estas condi¢cfes de ciclagem foram utilizadas para
todos 0s marsupiais exceto os do género Monodelphis. Para estes foi realizada uma
PCR Touchdown seguindo um passo de pré-desnaturagdo em 94 °C por 2 min; 5
ciclos de desnaturacgéo a 94 °C por 30 seg, hibridizagao a 58 °C por 30 seg e extenséo
a 72 °C por 1 min; 5 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 30 seg, hibridizagéo a 56 °C

por 30 seg e extensdo a 72 °C por 1 min; 5 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segq,
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hibridizacdo a 54 °C por 30 seg e extensdao a 72 °C por 1 min; 20 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 seg, hibridizagdo a 52 °C por 30 seg e extensdo a 72 °C
por 1 min; com uma extensao final de 72 °C por 7 min.

Os amplicons foram purificados utilizando o GFX PCR DNA e Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare, Brasil), e sequenciados na Plataforma do IOC, usando
0S mesmos primers mais os iniciadores internos MVZ16 (Smith e Patton, 1993) e CB-
in2. Oito M. glirina, cinco M. peruviana e um M. emiliae foram sequenciados para o
citocromo mitocondrial b (1140 pb) (cytb, ver espécimes acima marcados com cy),
representando as diversas regides estudadas.

Sequéncias de DNA disponiveis no banco de dados GenBank foram incluidas
na andlise filogenética, bem como marsupial D. albiventris (KT447517) utilizado como
grupo externo, sendo eles os individuos da espécie M. glirina (nUmeros de acesso
GenBankHM998559, KMO071536-KM071546, KMO071548-KM071554), M. emiliae
[DQ385832-DQ385835, DQ386617, KM071382, KM071383, KM071602-KM071607],
M. peruviana [DQ385840, DQ386615, HM998589, HM998590 , KJ129901,
KM071405-KM071407, KM071409, U34676], M. osgoodi [KM071401], M. handleyi
[DQ386631, DQ386632, KM071400], M. adusta [HM998564, KM071398], M. kunsi
[KM071558, KM071559], M. gardneri [KM071565-66], M. sanctaerosa [KM071527],

O modelo de substituicdo de nucleotideos mais apropriado para reconstrucdes
filogenéticas foi selecionado usando MODELGENERATOR, versédo 0.85 (Keane et al.,
2006) usando o critério de informacdo bayesiano (BIC). As analises de maxima
verossimilhanca (ML) foram realizadas com PHYML verséo 3.1 (Guindon et al., 2010).
O suporte de filial foi calculado usando o teste de razdo de verossimilhanca
aproximada (aLRT) com a interpretacdo de SH (Anisimova & Gascuel 2006; Guindon
et al., 2010). As estimativas de divergéncia genética interespecifica e a variacdo
intraespecifica foram calculadas utilizando a distancia p

Uma rede de haplotipos (versdo 4.5.1.6, disponivel em http://www.fluxus-
engineering.com) foi usada para reconstruir uma rede de integracdo mediana (MJ)
(Bandelt et al., 1999) usando apenas sites variaveis e excluindo sites que continham
dados perdidos para avaliar a estrutura da populacédo e os padrdes de distribuicédo
geografica.

As técnicas moleculares foram realizadas em colaboracdo com a Dra Cibele
Bonvicino e a MSc. Tatiana Padua do LABPMR.
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4.13 Testes de infec¢cOes associadas aos pequenos mamiferos

Os testes diagnosticos que foram realizados nas amostras coletadas dos
pequenos mamiferos se restringiram a pesquisa de infeccdo por hantavirus e
bartonelas. As analises sorologicas e moleculares foram desenvolvidas no Laboratério
de Hantaviroses e Rickettsioses, IOC/FIOCRUZ, sob a supervisdo da Dra Elba R. S.
Lemos. A metodologia seguiu protocolos especificos para as duas infeccoes,

estabelecidos no referido laboratério conforme descrito suscintamente a seguir.

4.13.1 Andlise soroldgica para deteccao de infeccdo por hantavirus

A analise sorologica foi realizada com o teste imunoenzimatico — ELISA para
deteccdo de anticorpos anti-hantavirus da classe IgG, utlizando o antigeno
Araraquara fornecido pelo Prof. Dr Luiz Tadeu Figueiredo da USP/Ribeir&o Preto, Sao
Paulo (Figueiredo et al., 2009). Para realizacdo do teste, placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com proteina recombinante do nucleocapsideo do hantavirus
Araraguara (ARAV-N) na metade superior (linhas A, B, C e D) e extrato de E. coli
usado como controle negativo na metade inferior (linhas E, F, G e H) diluidos em
solucdo tampéo carbonato-bicarbonato na concentragdo de 0,2ug/ L, durante
incubacéao por uma noite (overnight) a 4°C. Em seguida, apés lavar a placa por 5 vezes
com PBS pH 7.4 acrescido de Tween (PBS-T) 1X a 0,05%, foi adicionada solucéo de
bloqueio ( leite em p6 desnatado a 10% em PBS-T). Apos incubacéo da placa a 37°C
por duas horas e subsequente etapa de lavagem, as amostras de soro, sabidamente
positivas e negativas utilizadas como controle do teste, e as amostras em teste foram
adicionadas na diluicdo de 1/400 em solucéo de bloqueio.

Apés nova incubacao a 37°C por uma hora e etapa de lavagem por 6 vezes,
anticorpos secundarios anti-Peromyscus leucopus e anticorpos anti-Rattus rattus
marcados com peroxidase foram utilizados como conjugado na diluicdo de 1/3000 em
solucéo de bloqueio. Em continuagéo, apds incubar e lavar novamente a placa, um
substrato cromogénico (o-phenylenediamine = OPD) diluido em solucdo Citrato-
fostato (pH 4,9 a 5,2) foi adicionado acrescido de perdxido de hidrogénio e a placa
entdo foi incubada por 15 a 20min a 37°C. ApGs o bloqueio da placa com adicdo de

HCl a 1M, a absorbancia foi mensurada a 490 nm em espectrofotbmetro.
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A diluicdo do soro foi considerada positiva quando a densidade 6ética (DO) foi
superior a 0,3. A DO final de cada diluigdo de soro foi calculada como a diferenca entre
o valor da DO mensurada nos pogos sensibilizados com a proteina ARAV-N e aqueles
sensibilizados com o antigeno controle negativo. Um titulo > 1: 400 foi considerado
positivo.

Extracdo do RNA viral e Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

As amostras de fragmentos de tecidos (pulméo, rim ou figado) de roedores,
previamente identificados como sororreativos foram submetidas a extracdo do RNA
viral pelo kit comercial PureLink™ (Invitrogen) seguindo o protocolo do fabricante. A
partir do RNA total extraido foram realizadas a sintese e posterior amplificacdo do
cDNA em uma unica etapa (One Step PCR) com utilizacdo do Mini Kit SuperScript
III"™ Reverse Transcriptase One Step (Invitrogen) e de primers especificos para o
segmento S viral (Guterres et al. 2015). Na PCR, tubos de 0,5 mL foram utilizados
para preparar a solugdao contendo: 0,5 ul (100 pmol/ul) do primer HO4-25F (5'-
TAGTAGACTCCTTGAKAAGCT - 3’), 0,4 pl (100 pmol/pl) do primer H733-752R (5’ -
TCWATCCTTTCCATCCARTC - 3’), 0,5 pl de SuperScript® Ill One-Step RT-PCR
System with Platinum® Tag DNA Polymerase, 12,5 yl de 2X Mix da reagao (0,4 mM
de dNTP + 3,2 mM de MgSOy), 8,9 pl de agua nuclease-free e 0,2 pl (50mM) de
Cloreto de Magnésio (MgSO4), com um volume total de 23 pl. Esta mistura era entdo
distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) e acrescentados 2 ul de RNA da
amostra, totalizando um volume final de 25 pl. Os tubos eram entdo alocados em um
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) que realizava uma
primeira etapa de 48°C por 45 minutos para amplificacdo do cDNA, seguida de uma
fase inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos,
51°C por 40 segundos, 68°C por 50 segundos, finalizando com uma etapa de
extensdo de 68°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C.

Uma PCR Semi-Nested foi realizada para aumentar a sensibilidade da
amplificacdo. Tubos de 0,5 mL foram utilizados para preparar a solu¢do contendo:
0,25 pl (100 pmol/ul) do primer H274-791F (5’- CCACTTGATCCAACAGGG - 3’), 0,25
pl (100 pmol/pl) do primer H733-752R (5 — TCWATCCTTTCCATCCARTC - 3)
(Guterres et al. 2015), 0,1 pl (5U/ul) de Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen),
0,25ul de dNTP (20mM), 2,5 ul de tampao PCR 10X, 0,75 pl (50mM) de Cloreto de

66



Magnésio (MgSO4) e 18,9 ul de agua nuclease-free, com um volume total de 23 pl.
Esta mistura era entdo distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) e entdo era
acrescentado 2 ul do produto da primeira PCR da amostra, com um volume final de
25 pl. Os tubos eram entdo alocados em um termociclador GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems) que realizava uma primeira etapa de 94°C por 2 minutos
seguida por 25 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos, uma extensao de 72°C por 5 minutos e uma temperatura final de 4°C.

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,5% e analisados
por meio de transluminador. Considerando que nenhuma das amostras sororreativas
foram PCR positivas, nédo foram realizadas as etapas de purificacdo e

sequenciamento nucleotidico.

4.13.2 Analise molecular para deteccéao de infecgdo por Bartonella spp.

Do total de animais capturados nas expedi¢cdes das areas da FPZ, RFH e SEC,
foram coletadas amostras de baco de 196 pequenos mamiferos (111 roedores de 13
espécies e 85 marsupiais de 11 espécies). As amostras foram fixadas em Trizol ou

RNA Later e armazenadas em microtubos mantidos a 20 ° C até a extracao do DNA.

Extracdo de DNA.

O DNA foi extraido de 10 mg de cada tecido de baco dos pequenos mamiferos,
usando o QlAamp® DNA Mini kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA), de acordo com o

Protocolo e instrucdes do fabricante.

Reacdo em cadeia da polimerase, Purificacdo e Sequenciamento nucleotidico

Para a andlise molecular para Bartonella spp. foram utilizados iniciadores
especificos Bar-gltA F1 e Bar-gltA R1 (731pb), desenvolvidos no LHR/FIOCRUZ
(Rozental et al 2017). Na PCR, tubos de 0,5 mL foram utilizados para preparar a
solugéo do mix contendo: 0,5 ul (100 pmol/pl) do primer Bar-gltA, 0,5 pL (100 pmol/ul)
do primer Bar-gItA R1, 0,2 ul de enzima Gold Tag DNA Polymerase, 0,25 ul de dNTP
20mM, 2,5 pl de tampao PCR 10X, 14,05 ul de agua nuclease-free e 4,0 pl (50mM)

de Cloreto de Magnésio (MgClz2), com um volume total de 22 ul. Esta mistura foi
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distribuida em microtubos para PCR (0,2 mL) com subsequente adi¢do de 3 pyl de DNA
da amostra, totalizando um volume final de 25 ul. Os tubos eram, em seguida,
alocados em um termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
gue realizava uma fase inicial de 95°C por 10 minutos, seguida de 35 ciclos de 95°C
por 30 segundos, 56°C por 40 segundos, 72°C por 55 segundos, finalizando com uma
etapa de extensdo de 72°C por 10 minutos e uma temperatura final de 4°C. Os
produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,0% e analisados por meio
de transluminador.

Os produtos amplificados no tamanho esperado foram purificados usando o
QIAquick Kit e sequenciados com BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, versdo 3.1 em um sequenciador automatico (Applied Biosystems,
modelo ABI PRISM 3130x). As sequéncias foram analisadas utilizando o MEGA7
software e correlacionadas para determinar sua similaridade com sequéncias
previamente identificadas e depositadas no GenBank, utilizando o BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias obtidas no sequenciamento e em

bancos de dados foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE no programa Seaview4
e as relacoes filogenéticas foram estimadas usando inferéncia filogenética por Maxima

Verossimilhanca implementado na ferramenta PhyML.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabelecimento da colecéo cientifica de pequenos mamiferos para o
estado do Acre.

O acervo de mamiferos do Acre, depositado no LABPMR/IOC, formado durante
a realizacdo deste estudo (Figura 19), conta com 534 espécimes representando 7
ordens e 11 familias (Tabela 1, Figura 20). Os roedores formam o principal grupo
representado no acervo, com 321 espécimes, de 4 familias (Tabela 1, Figura 21). Os
marsupiais (Didelphimorphia, Didelphidae) formam o segundo grupo melhor
representado com 202 espécimes de duas subfamilias. Mamiferos de médio e grande
porte doados por moradores ou encontrados atropelados estédo representados por 5
ordens e 6 familias. Os dados apresentados acima pesar de néo representar a fauna
de mamiferos para todo o estado Acre, confirma as observacdes de Paglia et al.,
(2012), sobre a heterogeneidade da composicdo dos pequenos mamiferos nao-
voadores da Amazénica, onde se confirmou maior nimero de captura entre roedores
(60%), quando comparado a diversidade de marsupiais (32%) (Figura 20).

Apesar da lacuna amostral para a maioria dos municipios do estado, o acervo
aqui apresentado, representa oito localidades do Acre, principalmente da regido leste
do estado, com apenas uma localidade na regido noroeste e constitui-se na maior

fonte de material ciéntifico, sistematizado para o estado (Figura 19).

Figura 19. Colecao cientifica do LABPMR, IOC/FIOCRUZ onde esta depositado o
acervo de espécimes de mamiferos provenientes do Acre. A) Armarios para
acomodac6es de peles e esqueletos; B) Gaveta com peles e esqueletos de roedores
organizados por género. Imagens: Charle F. Cris6stomo
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Carnivora

Artiodactyla 0,4% (n=2) Cingulata
0,7% (n=4 0,6% (n=3)
Didelphimorphia
37,8% (n=202)

Rodentia
60,1% (n=321)

Pilosa

/o,z% (n=1)

Primates
0,2% (n=1)

Figura 20. Mamiferos doados e coletados no estado do Acre, no periodo de 2013 a
2016, de acordo com as 7 ordens identificadas.

Echimyidae
44% (n=143)
Cricetidae

54% (n=173)

Dasyproctidae
1% (n=2) Cuniculidae
1% (n=3)

Figura 21. Roedores coletados no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016, de
acordo com as quatro familias identificadas.
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Tabela 1. Lista das espécies de mamiferos capturadas, no periodo de 2013 a 2016, discriminando a quantidade de espécimes encontrada

nos sete municipios de estudo no estado do Acre.

Taxons Areas do estudo (Municipios/localidades)
Se_nador Rio Rodrigues Porto Porto Xapuri o _ Total
Guiomard Branco Alves Acre Acre (FSC) Brasiléia Capixaba
(FEC) (FP2) (PNC) (RFH) (IEC)
DIDELPHIMORPHIA

Didelphidae
Caluromys

Caluromys lanatus (Olfers, 1818) 1 1
Didelphis

Didelphis marsupialis (Linnaeus, 1758) 1 5 1 5 12
Marmosa Micoureus

Marmosa demerarae (Thomas, 1905) 5 2 31 12 50

Marmosa regina (Thomas,1898) 7 1 32 2 42
Marmosops

Marmosops bishopi (Pine,1981) 3 2 5

Marmosops impavidus (Tschudi, 1844) 1 1

Marmosops ocellatus (Tate, 1931) 1 3 20 5 29
Metachirus

Metachirus nudicaudatus (E. Geoffroy, 1803) 6 3 9
Monodelphis

Monodelphis emiliae (Thomas, 1912) 1 4 5

Monodelphis glirina (wagner, 1842) 2 15 1 18

Monodelphis peruviana (Osgood, 1913) 2 3 5
Philander

Philander mcilhennyi (Gardner & Patton, 1972) 0 0 0 3 0 3

Philander opossum (Linnaeus, 1758) 1 9 6 6 0 22
Didelphimorphia Total 18 17 17 118 0 32 0 0 202
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Tabela 1. Lista das espécies de mamiferos capturadas, no periodo de 2013 a 2016, discriminando a quantidade de espécimes encontrada

nos sete municipios de estudo no estado do Acre (continuagao).

RODENTIA

Cuniculidae
Cuniculus

Cuniculus paca (Linnaeus, 1766) PCE (1. C @) 3 3
Cuniculidae Total 0 0 0 0 3 0 3
Cricetidae/Sigmondontinae
Euryoryzomys

Euryoryzomys macconnelli (Thomas, 1910) 1 1

Euryoryzomys nitidus (Thomas, 1884) 1 1
Hylaeamys

Hylaeamys perenensis (Allen, 1901) 2 2

Hylaeamys yunganus (Thomas, 1902) 2 1 4
Neacomys

Neacomys aff. musseri (Patton, da Silva & Malcom, 2000) 5 6

Neacomys spinosus (Thomas, 1882) 1 1 15 7 6 30
Nectomys

Nectomys rattus (Pelzeln, 1883) 1 1
Oecomys

Oecomys bicolor (Tomes, 1860) 1 11 12

Oecomys sp. (Este estudo, 2018) 1 1
Oligoryzomys

Oligoryzomys microtis (Allen, 1916) 5 16 88 110
Oxymycterus 1 1

Oxymycterus inca (Thomas, 1900)

Rhipidomys

Rhipidomys leucodactylus (Tschudi, 1844) 2 2 4
Cricetidae/Sigmondontinae Total 4 1 36 23 16 90 173
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Tabela 1. Lista das espécies de mamiferos capturadas, no periodo de 2013 a 2016, discriminando a quantidade de espécimes encontrada

nos sete municipios de estudo no estado do Acre (continuacéo).

Dasyproctidae

Dasyprocta

Dasyprocta fuliginosa (wangler, 1832) P¢& (). PC (1) 2 2
Dasyproctidae Total 0 0 0 0 0 2 0 0 2
Echimyidae
Dactylomys

Dactylomys boliviensis (Anthony, 1920) P¢& 2 2
Mesomys

Mesomys hispidus (Desmarest,1817) 4 6 3 13
Proechimys

Proechimys aff. cuvieri (Petter, 1978) 2 2

Proechimys aff. gardneri (da Silva, 1998) 16 8 1 32 4 61

Proechimys brevicauda (Ginther, 1876) 3 23 2 1 1 30

Proechimys simonsi (Thomas, 1900) 1 6 13 1 14 35
Echimyidae Total 20 1 9 50 4 52 4 3 143
Rodentia Total 24 2 9 86 27 73 7 93 321

OUTROS GRUPOS

Artiodactyla (Tayassuidae)

Tayassu pecari (Link, 1795) © 1 1

Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) © 1 1
Artiodactyla (Cervidae)

Mazama cf. nemorivaga (Cuvier, 1817) © 2 2
Carnivora (Felidae)

Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758) © 2 2
Cingulata (Dasypodidae)

Dasypus sp. (Linnaeus, 1758) ¢ @ S 1) 3 3
Primates (Cebidae)

Saimiri boliviensis (1. Geoffroy & de Blainville, 1834) PCE 1 1
Pilosa (Myrmecophagidae)

Myrmecophaga tridactyla (Linnaeus, 1758) S 1 1
Outros grupos Total 0 0 0 0 0 11 0 0 11
Total Geral 42 19 26 204 27 116 7 93 534
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PCE animais com pele, cranio e esqueleto depositados na cole¢do (doados por moradores locais ou encontrados atropelados);
PC animais apenas com pele e cranio depositados na colecdo (doados por moradores locais ou encontrados atropelados);
€ animais apenas com cranio depositado na colecio (doados por moradores locais ou encontrados atropelados);

S animais soltos, mas com tecido ou pele coletados.

OBS: todos os demais animais possuem pele, cranio e esqueleto depositados na colecéo (coletados no campo por armadilhas).
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5.2 Técnicas de identificacédo das espécies

Todos os mamiferos coletados foram identificados por técnicas morfolégicas
(MO), citogenéticas (CA) e/lou moleculares (MO) (Figura 22). Do total de 534
mamiferos coletados, 54,3% dos espécimes (n = 290) foram identificados em nivel
especifico apenas por técnicas morfologicas através da observacéo dos caracteres
externos das peles, morfologia dos cranios e denticdo. Desta forma, por esta técnica,
137 espécimes de roedores foram classificados em 14 espécies, e 142 espécimes de
marsupiais foram classificados em 13 espécies.

28% (n=150)

®MF ®WMF/CA = MF/CA/MO © MF/MO

Figura 22. Técnicas utilizadas na identificacio em nivel especifico dos pequenos
mamiferos capturados no estado do Acre, periodo de 2013 a 2016. MF (Morfologia),

MO (analise molecular), CA (andlise citogenética).
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Tabela 2. Espécies de pequenos mamiferos cariotipadas, do estado Acre,
discriminando o numero cromossdémico diploide (2n), numero fundamental
autossomico (NFa), cromossomo sexual feminino (X), cromossomo sexual masculino
(Y), morfologia dos cromossomos (dois bragcos (M), um braco (A).
Localidade/municipio de coleta XA =Xapuri; PO=Porto Acre; SG=Senador Guiomard;
RA=Rodrigues Alves; RB=Rio Branco.

Espécie on NFa X Y Comple[ne_nto Localidade/Municipio Ref.
Autossémico de coleta
Hylaeamys 52 62 A A 12Me38® XA 1
perenensis
Hylaeamys yunganus 58 62 A A 6M e 502 XA 1
Mesomys hispidus 60 116 M M 58M PO 1
Neacomys aff. 55 65 M M 28Mes6A XA Este estudo
musseri
Neacomys spinosus 64 68 M A 6M e 56A PO, XA 1
Oecomys bicolor 80 134 M M 62M e 16A PO 2
Oecomys sp. 90 104 M M 16M e 72A XA Este estudo
Oligoryzomys 64 66 M A  4Meb58A PO 2
microtis
Proechimys aff. = 55 58 A A 24Me 10A PO, SG, XA Este estudo
gardneri
Proechimys aff. = 55 58 A A 2oMe 14A PO Este estudo
gardneri
Proechimys 28 48 A A 22Me4A PO, RA, XA 1
brevicauda
Proechimyssimonsi 32 58 A A 28M e 2A PO, RA, RB, XA 1

Ref.. Caridtipos ja descritos em (1) Patton et al (2000); (2) Gardner & Patton (1976).

Além destes, todos os mamiferos de médio e grande porte também foram
identificados pela morfologia craniana e denticdo. Para a identificacdo do restante dos
animais foram utilizadas técnicas moleculares de sequenciamento de DNA e
citogenéticas (Tabela 2, Figuras 23 e 24), associadas a analise morfoldgica prévia,
tendo em vista que para muitas espécies somente a morfologia néo é suficiente para
sua identificacdo. Além disso, algumas espécies foram capturadas muito jovens,

impossibilitando uma anélise preliminar da morfologia externa.

76



A | B .'
8‘ n‘ 8,'\‘ ":-ﬁ‘f.'“‘& B8 " 22l a
KA XR RS WE R Kurk Re (Y N LALELELL
RE B 8% 13 éxn ataw ¥ X 00 A4 g O &n Aa no.“
N AR BX By =29 AR ¥N aa oh ae 94 o0 s oan
L L] A0 20 AN 8F 8% A8 ae
a0
€ % D
T kN o N ansvssnas
BA NR KE up BE un ag N %8 sa8u as Vi
o o " ' YX .. e .-
F
“““"“lﬂu L v e ve en oo
m W W T e
H GW Du s yu & N5,
Sae. “p i
X X X X

Figura 23. Cariétipos de (A) Mesomys hispidus 2n=60 e NFa=116, Macho LBCE18470
de Porto Acre/AC, (B) Oligoryzomys microtis 2n=64 e NFa=66, Macho LBCE18403 de
Porto Acre/AC, (C) Neacomys aff. musseri 2n=36 e NFa=62, Macho LBCE18429 de
Xapuri/AC, (D) Proechimys brevicauda 2n=28 e NFa=48, Macho LBCE18406 de Porto
Acre/AC, (E) Proechimys simonsii 2n=32 e NFa=56, Fémea LBCE18374 de Rio
Branco/AC, (F) Proechimys aff. gardneri 2n=36 e NFa=58, Fémea LBCE18425 de

Xapuri/AC. Imagens: Bernardo Teixeira

77



A n' " " l' l‘ “ " B .. .‘ &2 By a% an e»

:., 3:::::::: > 80 A0 40 Ae s s e
A% XA =x G2 3a &% a4 AR A0 RA AR A o7 &f '.

~afd 8o A aAnag as

K
.‘ “ A1 80 0D NA e Xxv A Ba 08 B8 —a 6a o~ XY

C D
R SR Mk &% At = #0002 w0 00
ad ap
‘..‘ .. 0' .. ne “t ““ AR BB O an AR aa no
On 00 AN DO AR AR B x| ae an ae nn e
kel e Ao i i dL il *

XY

r T "uu'

;'( i‘: :: ;a 80 es e .

Figura 24. Caridtipos de (A) Oecomys bicolor 2n=80 e NFa=134, Macho LBCE18487
de Porto Acre/AC), (B) Oecomys sp. 2n=90 e NFa=104, Macho LBCE18519 de
Xapuri/AC, (C) Hylaeamys perenensis 2n=52 e NFa=62, Fémea LBCE 18427 de
Xapuri/AC, (D) Neacomys spinosus 2n=64 e NFa=68, Macho LBCE 18840 de Porto
Acre/AC, (E) Proechimys aff. gardneri 2n=38 e NFa=58, Macho LBCE 19813 de Porto

Acre/AC. Imagens: Bernardo Teixeira

5.3 Levantamento de espécies de mamiferos

Foram coletadas e referendadas com voucher specimens (material testemunho
de peles elou esqueleto), 31 espécies de pequenos mamiferos (roedores e
marsupiais). Além destas espécies, doacdes de moradores do Seringal Cachoeira
adicionaram duas espécies de roedores de médio porte (Cuniculus paca e Dasyprocta
fuliginosa), bem como outra espécie de pequeno roedor (Dactylomys boliviensis), que
usualmente nao seriam capturados com o tipo de armadilhas utilizadas nesse estudo.
Sete outras espécies de mamiferos de médio e grande porte, como tatus, porcos do
mato, veados, felinos, macaco e tamandua também integraram este levantamento de

espécies de mamiferos do estado do Acre (Tabelas 1 e 2 e Figura 20).
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5.3. 1 Roedores

Foram registradas 20 espécies de roedores (figura 25), sendo 17 por
armadilhamento e trés por doagao de carcacas por moradores. Entretanto, para nove
espécies entre as 17 que foram capturadas, menos de cinco espécimes foram
registrados, sendo que a maioria destas espécies ocorreu em apenas uma ou duas
localidades. Com excecdo da Floresta do Seringal Cachoeira (FSC), que se
apresentava com area continua de florestas, todas as outras localidades localizavam-
se em areas com paisagem bastante alterada, apresentando-se como fragmentos
isolados de diversos tamanhos ou areas de matriz aberta. Estes resultados sugerem
gue os diferentes estados de conservacdo e uso destas areas estdo afetando
drasticamente a riqgueza de espécies nestas areas, com provavelmente muitas
extingdes locais. Desta forma, a riqueza da fauna de roedores pode ser compreendida
apenas com inventarios realizados em nivel regional.

Entre as 20 espécies de roedores registradas, foram observadas aumento da
distribuicdo geogréafica de algumas de espécies, novos cariétipos associados a
espécies ja descritas e a ocorréncia de provaveis novas espécies, a saber:

O género Proechimys, representado por quatro espécies, teve o0 maior nimero
de animais capturados e alcangou 39,9% das capturas (n=128), representando 23,9%
do total de todas as espécies de mamiferos registrados.

As quatro espécies de Proechimys identificadas, foram: P. aff. gardneri, 0 mais
abundante (n= 61), seguido de P. simonsi (n= 35), P. brevicauda (n= 30) e P. cuvieri
(n=02).
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Oligoryzomys microtis
Proechimys aff. gardneri
Proechimys simonsi
Proechimys brevicauda
Neacomys spinosus
Mesomys hispidus
Oecomys bicolor
Neacomys aff. musseri
Rhipidomys leucodactylus
Hylaeamys yunganus
Cuniculus paca
Proechimys aff. cuvieri
Hylaeamys perenensis
Dactylomys boliviensis
Oxymycterus inca
Oecomys sp.

Nectomys rattus
Euryoryzomys macconnelli
Euryoryzomys nitidus
Dasyprocta sp.
Dasyprocta fuliginosa

()
[\e]
(=)
N
(=)
(o))
(@]
[e0]
(=)
[EN
o
(=)

Figura 25. Distribuicdo do nimero de espécimes, por espécie, de roedores coletadas

no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016.

Para trés destas espécies foi possivel associar as sequéncias obtidas dos
espécimes do género Proechimys em clados bem apoiados, com as espécies P.
simonsi (Figura 26), P. brevicauda (Figura 27) e P. gardneri (Figura 28). Estes
resultados foram convergentes com os resultados obtidos pelas analises citogenéticas
e morfologicas. Entretanto, as sequéncias que formaram um grupo monofilético bem
apoiado, referidas aqui como P. aff. gardneri, irmdo de P. gardneri, apresentaram
cariotipo 2n = 36, NFa = 58 (Figura 22F) e 2n = 38, NFa = 58, enquanto os cariotipos
ja descritos para P. gardneri sdo 2n = 40, NFa = 56 (Da Silva, 1998) e 2n = 40, NFa =
54 (Eler et al.,, 2012), sugerindo a ocorréncia de rearranjos mais complexos que
simples fusdes ou fissdes robertsonianas entre os varios cariotipos.

Adicionalmente, os niveis de divergéncia genética entre as sequéncias obtidas
a partir dos espécimes analisados nesta tese, referidos aqui como P. aff. gardneri, e
a sequéncia anteriormente conhecida para P. gardneri sao significativos,
corroborando que eles possam representar unidades taxondmicas distintas (Figura
30).
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Figura 26. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta
FastTree 2.1 implementada no programa Geneious 9 com o modelo evolutivo GTR+G)
de sequéncias completas do gene mitocondrial da citocromo b de Proechimys simonsi.
NuUmeros proximos aos noés indicam suportes dos ramos calculados sobre valores de

suporte locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil amostragens.
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Figura 27. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta
FastTree 2.1 implementada no programa Geneious 9 com o modelo evolutivo GTR+G)
de sequéncias completas do gene mitocondrial da citocromo b de Proechimys
brevicauda. Numeros préximos aos nés indicam suportes dos ramos calculados sobre

valores de suporte locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil

amostragens.
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Figura 28. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta
FastTree 2.1 implementada no programa Geneious 9 com o modelo evolutivo GTR+G)
de sequéncias completas do gene mitocondrial da citocromo b de Proechimys
gardneri. NUmeros proximos aos nos indicam suportes dos ramos calculados sobre
valores de suporte locais, usando o teste Shimodaira-Hasegawa com mil

amostragens.

O segundo género mais abundante foi Oligoryzomys por conta da espécie O.
microtis (Figura 25 e Tabela 2). Entretanto, apesar desta espécie ter ocorrido em
guatro localidades (trés municipios), totalizando 110 capturas, apenas cinco
espécimes foram capturados em um dos fragmentos monitorados por esta tese (RFH),
os outros 105 espécimes foram capturados e doados pelo Instituto Evandro Chagas
(IEC) e pelo Servico de Vigilancia em Saude (SVS/MS), que realizaram expedicdes
em areas abertas de matriz alteradas e/ou areas agricolas, principalmente plantagédo

de cana de acguUcar. Ressalta-se ainda, que o fragmento da RFH, foi o Unico inserido
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numa matriz rural. Todos estes habitats de &reas ndo florestais sdo os mais
apropriados para esta espécie.

Os espécimes do género Neacomys foram definidos por andlise de cari6tipo
como Neacomys spinosus e Neacomys aff. musseri. Este ultimo foi referido como N.
aff. musseri, pois apresentam semelhanca na morfologia craniana com N. musseri,
entretanto apresentaram cariétipo 2n = 36 e NFa = 62, enquanto o cariétipo descrito
por Patton e colaboradoes, para N. musseri, € 2n = 34 e NFa = 64-68 (Tabela 2,
Figuras 23C e 29). Tanto N. aff. musseri, como N. spinosus tiveram sua distribuigéo
aumentada para o leste do estado do Acre (Figura 29).

Neacomys spinosus..
Patton et al., 2000

Neacomys musseri
Patton et al., 2000

Neacoriys aff. musseri

0 75 150 225 300 km
(Este estudo)

Figura 29 — Distribuicdo do Género Neacomys no estado do Acre e variacao
cariotipica da espécie capturada no leste do estado (Neacomys aff. Musseri (2n = 36
e NFa = 62) comparada a espécie N. musseri (2n=34 e NFa=64-68), encontrada por
Patton et al., 2000 no oeste do Acre. Base de dados ZEE/AC. Mapa elaborado por:

Charle F. Cris6stomo

Os espécimes do género Oecomys foram definidos por analise de cariétipo e
analises moleculares como Oecomys bicolor e Oecomys sp. A espécie O. bicolor
apresentou 2n=80 e NFa=134 (Tabela 2, Figura 23A), cari6tipo ja descrito por Gardner

e Patton (1976). O maior numero diploide ja encontrado para o género (2n= 90) foi
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observado neste estudo para o macho LBCE 18519, Oecomys sp. coletado na FSC,
no municipio de Xapuri (Tabela 1, Figura 23B). Apenas um individuo apresentou este
namero diploide, o que ndo permite confirmar se esta seria uma nova espécie, ou se
a variacdo aparece apenas neste individuo. Entretanto as andlises moleculares
indicam que este individuo pode representar uma nova linhagem, jA que se agrupa
em um clado distinto dos demais representantes do grupo bicolor (Figura 30 e Figura
31).

Clado X d - Grupo O. roberti
Clado X ¢ - Grupo O. roberti

Clado X b - Grupo O. roberti
Clado X a - Grupo O. roberti

Clado IX ¢ - O. superans
093 . — Clado IX b - Oecomys sp.3

<z Clado IX a - O. sydandersoni
Clado Vil b - Q. concolor

Clado VIll a - Oecomys sp.2

Clado VIl f - Grupo O. cleberi

086 0,956 .
ol7da e Clado VIl b - Grupo O. bicolor

% CIadoVIIa - Grupo O. bicolor

Clado VI - Oecomys sp.1

082p CladoV - Grupo O. mamorae

0606 | - Clado IV - O. paricola

I—,: } Clado Il - O. quyantepui

0,77 0,995

?_ Clado Il - O.rutilus
0,854 0,964 I Toos <— Clado I b - O. catherinae
\;‘ Cladola - O. trinitatis

— MNFS118

0925 Out_EUISTS

'4|

Out_EUSTAS

Figura 30. Topologia de Maxima Verossimilhanca construida usando a ferramenta
PHYML implementada no programa PHYML com o modelo evolutivo HKY+I+G de
sequéncias parciais do gene mitocondrial da citocromo b do género Oecomys.
Numeros proximos aos nés indicam suportes dos ramos calculados sobre valores de
suporte locais, usando o teste aLRT/SH-like (approximate likelihood ratio test). Em
destaque em vermelho: Clado representando Oecomys sp., Oecomys bicolor e o

grupo irmao Oecomys cleberi.
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Figura 31. Topologia de Maxima Verossimilhanca (construida usando a ferramenta

PHYML implementada no programa PHYML com o modelo evolutivo HKY+I+G) de

sequéncias parciais do gene mitocondrial da citocromo b de Oecomys gr. bicolor e

Oecomys sp.. Numeros préximos aos nés indicam suportes dos ramos calculados

sobre valores de suporte locais, usando o teste aLRT/SH-like (approximate likelihood

ratio test). Em destaque em vermelho: Clado representando a provavel nova espécie

Oecomys sp.

Para as outras espécies de roedores identificadas e ja conhecidas, as capturas

apresentam-se como 0s primeiros registros oficiais destas espécies para a regidao da

bacia do Rio Acre no estado do Acre.
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5.3.2 Marsupiais

Entre os marsupiais, as espécies mais frequentes pertencem ao género
Marmosa (Micoureus), distribuidos entre as espécies M. (Micoureus) demerarae (n=
50) e M. (Micoureus) regina (n=42), que juntas representam 45,5% das capturas para
ordem dos marsupiais, e 17,2% do total de todas as espécies de animais capturados.

O segundo género com maior numero de captura foi Marmosops, com 29
capturas para M. ocellatus, seguido da espécie M. bishopi (n=5) e M. impavidus (n=1)
(Figura 32)

Marmosa (Micoureus) demerarae
Marmosa (Micoureus) regina
Marmosops ocellatus
Philander opossum
Monodelphis glirina
Didelphis marsupialis
Metachirus nudicaudatus
Monodelphis peruviana
Monodelphis emiliae
Marmosops bishopi
Philander mcilhennyi
Marmosops impavidus

Caluromys lanatus
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Figura 32. DistribuicAo do numero de espécimes, por espécie, de marsupiais

coletados no estado do Acre, no periodo de 2013 a 2016.

Para o género Monodelphis, registrou-se a ocorréncia de trés espécies (M.
glirina, M. emilae e M. peruviana) nas areas estudadas (Tabela 1). Entre estas
espécies aqui analisadas, as populacfes de M. peruviana apresentaram a menor
diversidade intraespecifica (distancia p de 0 a 6,3%), M. glirina, uma diversidade
intermediaria (0 -9,2%) e M. emilae (0-11,7%) a maior diversidade (Tabela 3), e a
topologia de maxima verossimilhanca obtida (Figura 33) foi semelhante a publicacdes

anteriores sobre este género (Pavan & Voss 2016).
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Tabela 3. Estimativas de divergéncia evolutiva (%) sobre pares de sequéncias entre
grupos (Gp). O numero de diferencas de base por site da média de todos os pares de

sequéncias entre grupos € mostrado.

Gp_1 Gp 4 Gp 2 Gp_3 Gp 5 Gp 6 Gp_7 Gp_8
Gp_1 M. adusta n=2
Gp_4 M. peruviana n=15 | 10,9
Gp_2, M. handleyi n=3 12,7 9,1
Gp_3, M. kunsi n=2 140 13,9 151
Gp_5 M. gardneri n=2 154 159 155 17,0
Gp_6 M. glirina n=27 16,8 17,14 183 183 175
Gp_7 M. emiliae n=14 15,7 16,0 155 15,0 15,7 181
Gp_8 M. osgoodi n=1 113 85 94 145 151 16,3 15,8
Gp_9 M.sanctaerosae n=1| 14,2 15,6 15,7 158 159 10,1 16,3 14,5
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o3| DQ385833.1 Monodelphis emiliae MPEG 28113 Brasil AC Ig.Porongaba
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Figura 33. Topologia de maxima verossimilhanca de Monodelphis com sequéncias do
citocromo b, baseada no modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 1985),

distribuicdo gama e sitios invariaveis.
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Esta diversidade intraespecifica encontrada parece ser consequéncia da
estruturacdo das populacdes estudadas, com M. emilae mostrando a estruturacao
mais acentuada, seguindo por M. glirina, enquanto que M. peruviana ndo mostrou
estruturacao genética. Monodelphis glirina estruturou-se em um clado oeste, incluindo
espécimes de estados brasileiros de Acre e Rondbdnia e um clado leste, incluindo
estados de Mato Grosso e Para, com 9.0-16.5% de distancia p. O status taxonémico
da populacao de M. glirina esta sendo esclarecido (A. Bezerra, comunicagao pessoal).
Monodelphis emilae também se estruturou num clado do oeste, incluindo espécimes
do Peru, Bolivia e estados brasileiros do Acre e da Amazénia e um clado a leste,
incluindo estados do Amazonas e do Para, com 10,8-11,7% da distancia p.

As estimativas de distancia p interespecificas de Monodelphis variam de 8,4
entre M. osgoodi e M. peruviana para 18,3% entre M. glirina e M. kunsi (Tabela 3). Por
outro lado, observou-se que a menor distancia p intraespecifica de M. emilae, entre
os clados oeste e leste, foi maior do que estimativa de distancia p interespecifica das
espécies M. osgoodi e M. peruviana, M. osgoodi e M. handleyi, M. handleyi e M.
peruviana, sugerindo que o status taxondémico dessas populacdes de M. emilae
precisa ser melhor investigado. E interessante que as espécies de Monodelphis que
ocorrem na Amazonia do oeste do Brasil ndo tenham ocorrido na parte leste desta
regido (M. peruviana), ou quando ocorrem, sao populacdes estruturadas em clados
da distribuicdo ja conhecida (Patton et al. 2000) (M. emiliae), sugerindo a presenca de
uma possivel barreira geografica entre as regides leste e oeste do estado do Acre.

A espécie M. peruviana distribui-se do centro do Peru até o norte e centro da
Bolivia, a leste dos Andes (Solari 2004, Pine e Handley, 2008). Neste estudo, com
base em cinco espécimes coletados em Porto Acre (RFH) e Rio Branco (FPZ2),
registra-se a ampliacdo da distribuicdo dessa espécie, para as terras baixas da
Amazobnia do oeste brasileiro, no estado do Acre (Figura 34). Esta espécie foi coletada
em um fragmento muito conservado (RFH), mas também em um fragmento urbano
muito alterado (PZ), com uso intenso e presenca de gatos e cachorros domésticos.
Esses dados sugerem que esta espécie pode estar adaptada a florestas com forte
impacto antropico. Os registros anteriores de M. peruviana apontavam a ocorréncia
dessa espécie em florestas bem drenadas, mas também em florestas secundarias,
ocorrendo em altitudes de 1.400-2.200 m e em baixa elevacao de 200 m (Solari,
2010). A espécie M. emiliae distribui-se na macrorregido Sudoeste-Sudeste da regido

Amazobnica, da base dos Andes no Peru e Bolivia até o leste do Para, no Brasil. As
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populagcfes estudadas nesta tese agruparam-se com outras populagdes ja descritas

(Patton et al 2000) no oeste do estado do Acre e ao norte nos estados do Para e

Amazonas (Figura 32). M. emiliae foi coletada apenas nas areas mais preservadas,

em Xapuri e Porto Acre, sugerindo maior restricdo as areas com impacto antrépico.

Também é interessante que, entre as oito localidades amostradas, Porto Acre

€ a Unica area com a presenca das trés espécies e, coincidentemente, € a &rea com

menos uso humano.
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Figura 34. Registro e ampliacdo da distribuicdo de M. peruviana, para as terras baixas

da Amazobnia do oeste brasileiro, no estado do Acre. RFH — Reserva Florestal

Humaita, Porto Acre; FPZ — Floresta Parque Zoobotéanico, Rio Branco; PE — Peru; BO-
Bolivia; BR — Brasil. Base de dados ZEE/AC. Mapa elaborado por Charle F.

Criséstomo.
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5.4 Diagnostico de infecgdo por Hantavirus

Para este diagnoéstico foram analisadas 88 amostras provenientes da Floresta

do Parque Zoobotanico (FPZ) no municipio de Rio Branco, Reserva Florestal Humaita

(RFH) no municipio de Porto Acre e, Floresta do Seringal Cachoeira ho municipio de

Xapuri. Dois roedores sigmodontineos da RFH, Hylaeamys yunganus e Neacomys

spinosus, apresentaram sororeatividade para hantavirus, com uma prevaléncia total

de 2,3% (Tabela 4), entretanto estas infec¢cdes ndo foram confirmadas pelas andlises

moleculares (detecgdo do RNA viral por PCR).

Tabela 4. Lista das espécies analisados para infec¢do por Hantavirus, discriminando

a localidade de captura no estado do Acre, quantidade de espécimes analisados e

respectivas sororeatividade (ELISA).

Espécies analisadas para infeccédo Areas do estudo (localidades) Total Resultado
por Hantavirus FPz RFH FSC Teste ELISA
RODENTIA
Cricetidae/Sigmondontinae
Euryoryzomys
Euryoryzomys macconnelli 1 1 NEG
Hylaeamys
Hylaeamys perenensis 1 1 NEG
Hylaeamys yunganus 2 2 1 POS
Neacomys
Neacomys spinosus 1 8 1 10 1POS
(RFH)
Oecomys
Oecomys bicolor 6 6 NEG
Oecomys sp.n. 1 1 NEG
Oligoryzomys
Oligoryzomys microtis 2 2 NEG
Cricetidae/Sigmondontinae Total 1 18 4 23 2 POS
Echimyidae
Mesomys
Mesomys hispidus 4 1 5 NEG
Proechimys
Proechimys aff. gardneri 5 23 28 NEG
Proechimys brevicauda 15 1 16 NEG
Proechimys simonsi 10 6 16 NEG
Echimyidae Total 0 34 31 65 NEG
Rodentia Total 1 52 35 88 2 POS
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Nenhuma das duas espécies sororeativas apresentou confirmacao de infeccéo
por PCR. Isto pode estar relacionado a carga viral estar muito baixa ou o RNA viral
ndo estar mais presente nas visceras (estagio final da infeccdo) (Netski et al., 1999)
ou ainda pelo fato destes animais terem tido contato com um gendtipo viral do qual
ndo séo reservatorios, eliminando o virus.

Ambas espécies ja foram reportadas associadas a hantavirus na regido da
Amazébnia peruana (Razuri et al., 2014). Neste trabalho Hylaeamys yunganus também
foi encontrado apenas com sororeatividade para hantavirus, enquanto que Neacomys
spinosus foi reportado como hospedeiro do Virus Andes, o0 que pode significar apenas
um spillover de outro hospedeiro ou uma efetiva expansao da distribuicdo geogréfica
deste gendtipo viral, jA que N. spinosus ocorre desde parte da regido amaz6nica do
Brasil (Acre, sul do Amazonas, Rondo6nia e parte do Mato Grosso) até areas baixas
dos Andes, incluindo regiées da Colémbia, Equador, Peru e Bolivia (Razuri et al.,
2014; Patton et al., 2015). O termo spillover se refere a ocorréncia de infec¢cao por
hantavirus em um hospedeiro n&o considerado reservatorio primario.

Outras espécies de Neacomys ja foram reportadas como hospedeiras de
arenavirus, cuja transmissdo € semelhante a de hantavirus. Neacomys guianae é
associado ao arenavirus Amapari (Charrel and de Lamballerie 2010) e a partir de
amostras obtidas nesta tese, foi possivel identificar um novo gendétipo, para arenavirus
Xapuri, em Neacomys aff. musseri (Fernandes et al., submetido).

No estado do Acre, Lavocat-Nunes et al. (2015) encontraram sororeatividade
em O. microtis e no roedor equimideo Proechimys cuvieri, no municipio de Capixaba.
Evidéncia sorologica para infeccdo por hantavirus, em roedores equimideos néo é
comum e, segundo estes autores, isto pode estar relacionado a forte pressao
antropica na area de estudo, favorecendo encontros entre espécies e,
consequentemente, episodios de spillover. Ambas espécies foram também
capturadas no presente estudo, entretanto as duas amostras de O. microtis analisadas
foram néo reativas. Além destes, no presente estudo, 65 exemplares de quatro
espécies de equimideos foram também analisados, entretanto nenhum apresentou

sororeatividade.
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5.5 Diagnostico de infecgdo por Bartonella

Para este diagnostico foram analisadas 196 amostras, sendo 85 de marsupiais
e 111 de roedores, provenientes das trés areas de florestas comparadas no estudo
(FPZ, RFH e FSC). Em um espécime de marsupial (Marmosops ocellatus) da RFH,
em trés roedores sigmodontineos (Hylaeamys yunganus, Hylaeamys macconnelli e
Neacomys spinosus), da FSC e em dois espécimes do roedor equimideo (Proechimys
aff. gardneri), também da FSC, foi possivel amplificar o fragmento parcial do gene gItA
de Bartonella spp. com uma prevaléncia total de 3,06% (Tabela 5). As andlises do
sequenciamento de DNA para Bartonella spp. sugerem que as seis amostras
pertencem a dois clados distintos (Figura 35).

Tabela 5. Lista das espécies analisados para infeccdo por Bartonella spp.,
discriminando a localidade de captura no estado do Acre, quantidade de espécimes

analisados e resultados das analises moleculares (PCR)

Areas do estudo (Municipios)

Espécies analisadas para infeccdo Rio Porto X . Total I§c?ssil':il\}ggoa
por Bartonella sp. Branco Acre (I";‘gg' PCR
(FP2) (RFH)
DIDELPHIMORPHIA
Didelphidae

Caluromys
Caluromys lanatus 1 1

Didelphis
Didelphis marsupialis 5 5

Marmosa Micoureus
Marmosa Micoureus 2 13 8 23

demerarae

Marmosa Micoureus regina 1 15 2 18

Marmosops
Marmosops bishopi 2 1 3
Marmosops ocellatus 2 10 3 15 1 (RFH)

Monodelphis
Monodelphis emiliae 1 3 4
Monodelphis glirina 6 1 7
Monodelphis peruviana 1 1

Philander
Philander mcilhennyi 2 2
Philander opossum 5 1 6
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Didelphimorphia Total 11 50 24 85 1

RODENTIA
Cricetidae/Sigmondontinae
Euryoryzomys
Euryoryzomys macconnelli 1 1 1 (FSC)
Hylaeamys
Hylaeamys perenensis 1 1
Hylaeamys yunganus 2 1 3 1 (FSC)
Neacomys
Neacomys aff. musseri 3 3
Neacomys spinosus 1 7 6 14 1 (FSC)
Oecomys
Oecomys bicolor 7 7
Oecomys sp.n. 1 1
Oligoryzomys
Oligoryzomys microtis 1 1
Rhipidomys
Rhipidomys leucodactylus 1 1
Cricetidae/Sigmondontinae Total 1 18 13 32 3
Echimyidae
Mesomys
Mesomys hispidus 3 3 6
Proechimys
Proechimys aff. gardneri 4 30 34 2 (FSC)
Proechimys brevicauda 15 1 16
Proechimys simonsi 10 13 23
Echimyidae Total 0 32 a7 79 2
Rodentia Total 1 50 60 111 5
Total Geral 12 100 84 196 6
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Figura 35. Topologia de Maxima Verossimilhanca (implementado na ferramenta
PhyML com o modelo evolutivo T92+G) da sequéncia parcial do gene gltA (731pb) de
Bartonella spp. NUmeros préximos aos nos indicam o valor do suporte por bootstrap

(1.000 réplicas). Em negrito as sequéncias geradas no presente estudo.

Poucos estudos identificaram a infeccdo por Bartonella spp. em pequenos
mamiferos silvestres no Brasil (Costa et al., 2014; Favacho et al., 2015; Gongalves et
al., 2016; Rozental et al., 2017; Sousa et al., 2018). Este é o primeiro registro de
infeccdo por Bartonella spp. em marsupiais (Tabela 10; Marmosops ocellatus da
RFH), bem como nos roedores Euryoryzomys macconnelli, Neacomys spinosus e
Proechimys aff. gardneri, todos da FSC. A espécie H. yunganus ja havia sido
reportada infectada por Bartonella no Peru (Martin-Alonso et al., 2014), bem como
outra espécie do género Hylaeamys (Hylaeamys megacephalus) em uma area do
Cerrado de Tocantins (Gongalves et al.; 2016). No estudo de Gongalves et al. (2016)
foi realizada a caracterizacdo genética de Bartonella spp. em roedores de diversos

biomas brasileiros e foi observada uma baixa prevaléncia de infec¢do (3,2%) em
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roedores da Amazodnia, mais especificamente nas regides do Para e norte do Mato
Grosso. Deste bioma, foram analisadas amostras de 31 espécimes, pertencentes a
nove espécies e apenas um Necromys lasiurus apresentou infeccado por Bartonella
spp., entretanto esta amostra nao foi sequenciada para definicdo de sua posicéo
filogenética.

As topologias geradas demonstraram haver dois clados distintos de Bartonella
nas amostras estudadas, sendo possivel que sejam genoétipos nao descritos.
Entretanto, para compreender a diversidade genética desses microorganismos faz-se
necessario o sequenciamento de outras regides génicas, como 0s genes rpoB, ftsZ e
outros. As andlises do presente estudo com o gene gltA indicam que as bartonelas
brasileiras agruparam-se com novos genotipos encontrados em mamiferos do Velho
mundo e em ectoparasitas brasileiros.

O primeiro grupo de Bartonella encontrado incluiu hospedeiros de diferentes
grupos de mamiferos, como o marsupial Marmosops ocellatus, o roedor
sigmodontineo Hylaeamys yunganus e o roedor equimideo Proechimys aff. gardneri,
demonstrando a diversidade na relacdo bactéria-hospedeiro. Este clado foi
classificado mais proximo filogeneticamente das espécies Bartonella alsatica e
Bartonella birtlesii. Bartonella alsatica foi descrita em coelhos da espécie Oryctolagus
cuniculus e em pulgas associadas a coelhos (Odontopsyllus quirosi, Spylopsyllus
cuniculi e Xenopsylla cunicularis) em diversas regides da Europa ocidental (Franca,
Espanha) e é causadora de endocardite e linfadenite em humanos (Heller et al., 1999;
Angelakis et al., 2008; Jeanclaude et al., 2009; Kernif et al., 2010; Marquez et al.,
2015). Bartonella birtlesii foi descrita em roedores do género Apodemus e da espécie
Clethrionomys glareolus (=Myodes glareolus) e insetivoros da espécie Sorex vulgaris
em diversas regides da Europa (Bermond et al., 2000; Engbaek & Lawson, 2004; Knap
et al., 2007; Kraljik et al., 2016). No Brasil um gendtipo relacionado as espécies B.
alsatica e B. birtlesii foi reportado em Thrichomys fosteri na regido do Pantanal, no
entanto, mesmo tendo dois genes analisados, as topologias apresentaram um baixo
suporte entre as cepas analisadas (Sousa et al. 2018).

O segundo clado de Bartonella incluiu os hospedeiros sigmodontineos
Euryoryzomys macconnelli e Neacomys spinosus. Este clado foi classificado mais
préximo filogeneticamente de clones de Bartonella ndo cultivadas, identificadas em

roedores das espécies Rattus rattus, Hylaeamys perenensis e Oecomys spp. no Peru
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(Martin-Alonso et al., 2014) e pulgas da espécie Polygenis (P.) bohlsi e do roedor
Oecomys mamorae no Pantanal Brasileiro (Sousa et al., 2018).

5.6 Compraracao da abundancia, riqueza e equitabilidade dos pequenos
mamiferos, sobre a influéncia do habitat, nas trés areas comparéaveis (FPZ, RFH
e FSC)

Para efeitos comparativos e com vistas a avaliacdo do impacto na comunidade
de pequenos mamiferos a partir de diferentes usos e ocupacdo de fragmentos
florestais, a seguir sdo apresentados os resultados relativos somente as areas de
estudo da Floresta do Parque Zoobotanico (FPZ), Reserva Florestal Humaita (RFH) e
Floresta do Seringal Cachoeira (FSC).

No conjunto das trés areas comparadas, foram capturadas 27 espécies de
pequenos mamiferos, sendo 13 de roedores e 13 de marsupiais (Tabela 6).

Dentre as espécies mais abundantes, destacam-se o roedor Proechimys
gardneri (N = 35) e o marsupial Marmosa micoureus demerarae (N = 38) (Tabela 6).
Por outro lado, algumas espécies apresentaram capturas ocasionais, tais como 0s
roedores Euryoryzomys macconnelli e Oecomys sp.n. e 0os marsupiais Caluromys
lanatus, Philander mcilhennyi e Philander opossum canus, cada um com apenas um
individuo capturado (Tabela 6).

A época do ano em gue os animais foram capturados (seca ou chuvosa) e o
estrato florestal de sua ocorréncia foram apresentadas na Tabela 6. A riqueza total foi
consideravelmente maior em duas das trés areas estudadas, sendo 18 espécies
capturadas em Xapuri, 17 na RFH e 8 na FPZ (Tabela 7). A abundancia total foi maior
na RFH com 134 espécimes coletados, seguida pela FSC com 95 espécimes e FPZ
com 19 espécimes (Tabela 7). A equitabilidade total, no entanto, apresentou pouca
variacdo entre as areas, sendo menor para FSC (Tabela 7). Foram observados
maiores valores de riqueza na estacdo chuvosa em cada area, exceto para o Parque
Zoobotanico, e maior abundancia na seca, exceto para Xapuri (Tabela 7). A
equitabilidade ndo apresentou grandes variacdes entre as estacdes em nenhuma
localidade (Tabela 7). Com relacdo aos estratos verticais da vegetagcdo, a maior
rigueza e abundancia de pequenos mamiferos foram encontradas no solo em todas
as areas (Tabela 7). Com excecao de Humait4, o solo também apresentou os menores

valores de equitabilidade para a comunidade de mamiferos (Tabela 7).
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Tabela 6. Espécies capturadas e numero de individuos de pequenos mamiferos por estacdo do ano, estrato vertical da vegetacdo em trés

areas florestais, no Estado do Acre, Brasil.

Floresta do Parque Zoobotanico (FPZ)

Reserva Florestal Humaita (RFH)

Floresta do Seringal Cachoeira (FSC)

Espécies Seca  Chuva Solo bc?:c:te Dossel  Total Seca Chuva  Solo bg:cl:lle Dossel  Total Seca Chuva Solo bgsu;;e Dossel  Total 1O
Rodentia

Euryoryzomys macconnelli 1 1 1 1
Hylaeamys perenensis 2 2 2 2
Hylaeamys yunganus 1 1 2 2 1 1 1 3
Mesomys hispidus 2 2 2 4 2 1 1 2 3 7
Neacomys musseri 1 4 5 5 5
Neacomys spinosus 1 1 1 5 1 1 5 1 6 6 17
Nectomys rattus 1 1 1 1
Oecomys bicolor 4 1 4 4 9 9
Oecomys sp. 1 1 1 1
Oligoryzomys microtis 5 5 5 5
Proechimys brevicauda 9 5 14 14 1 1 1 15
Proechimys gardneri 3 3 3 16 16 29 2 1 32 35
Proechimys simonsi 1 1 1 8 1 9 9 6 6 12 12 22
Didelphimorphia

Caluromys lanatus 1 1 1 1
Didelphis marsupialis 2 2 3 1 4 4
Marmosa Micoureus demerarae 1 1 1 1 2 14 1 9 4 11 24 9 3 3 6 12 38
Marmosa Micoureus regina 1 1 1 12 9 4 3 14 21 1 1 1 1 2 24
Marmosops bishopi 1 1 2 2 2
Marmosops ocellatus 2 1 1 2 3 1 7 5 1 13 5 4 1 5 21
Metachirus nudicaudatus 1 1 2 2 2
Monodelphis emiliae 2 2 4 4 4
Monodelphis glirina 4 7 1 1 11 1 1 1 12
Monodelphis peruviana 2 2 2 1 1 1 3
Philander mcilhennyi 1 1 1 1
Philander opossum 6 2 7 1 8 3 1 4 4 12
Philander opossum canus 1 1 1 1
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Tabela 7. indices de Riqueza (S), abundancia (A) e equitabilidade (E) de espécies de
pequenos mamiferos por estacdo do ano e estrato da vegetacdo, em trés areas
florestais: Floresta Parque Zoobotanico, Rio Branco (FPZ), Reserva Florestal Humaita
(RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira (FSC), Xapuri, estado do Acre, Brasil.

p Variaveis\

Areas Parametros (S) (A) (E)
Seca 6 13 0,851
Chuva 5 6 0,969
FPZ Solo 6 13 0.787
Sub-Bosque 3 4 0,946

Dossel 2 2 1
Total 8 19 0,841
Seca 14 77 0,891
Chuva 15 57 0,888
RFH Solo 16 83 0,892
Sub-Bosque 6 19 0,943
Dossel 5 32 0,789
Total 17 134 0,873
Seca 12 47 0,803
Chuva 16 48 0,824
FSC Solo 14 74 0,777
Sub-Bosque 7 13 0,838
Dossel 5 8 0,928
Total 18 95 0,789
Total amostral 26 248 0,837

Em nenhuma das areas estudadas a curva de rarefacdo se estabilizou (Figura
36), indicando que a riqueza de espécies das areas é maior do que a obtida. Os
indices de estimativa de riqueza de Jacknife 1 também corroboram este resultado,
uma vez que apresentaram valores superiores aos valores de rigueza encontrados
(Tabela 8). A analise de diversidade de mamiferos feita através de nMDS mostrou

uma diferenciagéo clara entre as trés localidades neste parametro (Figura 37).
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Tabela 8. Valores da estimativa de riqueza de espécies de pequenos mamiferos por
Jackknife de primeira ordem para as areas da Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio
Branco; Reserva Florestal Humaita (RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira
(FSC), Xapuri, e para o total, no Estado do Acre, Brasil.

Areas (s) Jacknife 1 Desvio Padréo
FPZ 8,0 11,2 1,49
RFH 17,0 20,2 1,49
FSC 18,0 22,8 1,95
Total 26,0 31,6 2,28
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Figura 36. Curvas de acumulo de espécies por rarefacdo individual considerando:
A = As 3 areas: Floresta Parque Zoobotéanico (FPZ), Rio Branco; Reserva Florestal
Humaita (RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira (FSC), Xapuri; B = FPZ; C
=RFH e D = FSC.
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Figura 37. Andlise da diversidade de espécies de pequenos mamiferos através de
Escalonamento Multidimensional ndo Métrico (hMDS) para os transectos de cada area
estudada: Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio Branco; Reserva Florestal Humaita
(RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira (FSC), Xapuri, no estado do Acre,

Brasil.

A analise da abundéncia total de mamiferos com as variaveis do habitat indicou
uma relacdo apenas com a variavel atividade de ensino e pesquisa, estando uma
maior abundancia relacionada com uma menor atividade (Tabela 9), sendo este o
unico modelo plausivel na andlise de GLM. Em relacéo a riqueza de espécies, também
foi observada uma maior riqueza em areas com menos atividade de ensino e
pesquisa, e também com menos atividade extrativista e menor numero de arvores
com diametro na altura do peito =40 cm (ARV2) (Tabela 9).

Tanto a heterogeneidade quanto a complexidade do habitat apresentaram
pouca variacdo entre os transectos, porém, de um modo geral, com valores maiores
em Xapuri (Tabela 10). A heterogeneidade do habitat ndo apresentou correlacdo nem
com a riqueza de espécies de mamiferos (r =0,11; p = 0,697) nem com a abundancia
de mamiferos considerando-se todas as espécies (r = 0,07; p = 0,791).

A complexidade do habitat apresentou correlacdo positiva significativa tanto
comariqueza (r = 0,74, p = 0,0015) quanto com a abundéancia de mamiferos (r = 0,54,
p = 0,0358).
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Tabela 9. Modelos Lineares Generalizados para investigacao dos efeitos do habitat
na abundéancia e riqgueza de pequenos mamiferos em trés localidade do Estado Acre,
Brasil. AICC — Critério de Informacao de Akaike corrigido, AAICc — diferenca entre o
AICc do modelo em questdo para o melhor modelo, AICcWt — peso do AlCc, K —
parametros. Foram considerados modelos plausiveis os que apresentaram AAICc <
2.

Parametros Modelos AlCc AAICc AlCcWt K
Abundancia  (-) Ensino e Pesquisa 9,7 0 0,704 3
Nulo 104,3 4,53 0,073 2
Riqueza (-) Ensino e Pesquisa (-) Extrativista 656 0 0,479 4
(-) ARV2, (-) Ensino e Pesquisa (-) Extrativista 674 185 0,19 5
Nulo 76,7 1112 0,002 2

Tabela 10. indices de heterogeneidade e complexidade do habitat calculados para
cada transecto de cada areas estudada: Floresta Parque Zoobotanico (FPZ), Rio
Branco; Reserva Florestal Humaita (RFH), Porto Acre e Floresta Seringal Cachoeira
(FSC), Xapuri , no Estado do Acre, Brasil.

Areas Transcetos Heterogeneidade Complexidade

A -0,108671273 -0,016718936
B 0,0744742 -0,287346418

FPZ C -0,385071492 -0,32176877
D 0,11813029 -0,626800438
E -0,208082313 -0,208199303
A -0,004313405 -0,00741297
B -0,239002254 0,064573616

RFH C -0,252953105 0,065227727
D -0,450748622 0,370105345
E -0,003328583 0,031387971
A 0,268085607 0,117417416
B 0,194961971 0,353924963

FSC C 0,41004016 0,042054301
D 0,255769255 0,226460712
E 0,330709565 0,197094784

A riqueza total registrada nas 03 areas estudadas (26) pode ser considerada
elevada quando comparada a outros estudos conduzidos com pequenos mamiferos
nao voadores na Amazbnia, com registro de 16 espécies na Amazobnia central

(Malcolm, 1991), 15 espécies em matrizes ao redor de fragmentos (Gascon et al.,
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1999), 14 espécies em remanescentes florestais (Lima & Gascon, 1999), 19 espécies
em areas de transicdo entre o Cerrado e Amazoénia (Lacher Jr. & Alho, 2001), 25
espécies na Bacia do Rio Xingu (Lambert et al., 2005a), 5 espécies de roedores no
Acre (Nunes-Lavocat et al., 2015) e 25 espécies neste mesmo estado (Abreu-Janior
et al., 2016). Patton e colaboradores (2000) registraram pelo menos 81 espécies de
pequenos mamiferos ao longo do ao Rio Jurua, em ambas as margens, nos estados
do Amazonas e no Acre, o que pode ser atribuido, em parte, a um maior esforco
amostral, incluindo o uso de mais armadilhas em estratos superiores do que no
presente estudo. De fato, os valores de riqueza estimada (31 para o total) e as curvas
de rarefacao no presente estudo apontam que possivelmente existem outras espécies
de pequenos mamiferos que ndo foram registradas, havendo necessidade de um
maior esfor¢o amostral e continuidade do estudo.

Apesar de ter sido encontrada no presente estudo uma riqueza similar entre as
espécies de roedores e marsupiais, outros estudos na Amazonia registraram maior
rigueza de roedores em relacéo aos marsupiais capturados (Ochoa, 2000; Lambert et
al., 2005a; Abreu-Juanior et al., 2016). Corroborando com os resultados encontrados
por Brito e Crisdstomo (2015), o uso de armadilhas em diferentes estratos no presente
estudo, bem como pitfalls, pode ter contribuido para uma amostragem mais
homogénea de roedores e marsupiais ao longo das areas estudadas.

A Floresta do Parque Zoobotanico (FPZ), considerado ambiente mais
antropizado, apresentou o menor namero de espécies capturadas, bem como baixa
abundancia total. De acordo com Laurance e colaboradores (2000), estudos sobre a
fragmentacdo na Amazodnia revelaram um declinio na ocorréncia e abundéancia de
mamiferos de médio e grande porte em paisagens fragmentadas. Contrario ao
presente estudo, Malcolm (1997) observou maior riqueza e diversidade de pequenos
mamiferos terrestres em areas mais perturbadas ao norte de Manaus, sugerindo que
isto poderia ser resultado de mudancas no habitat provocadas pelo efeito de borda
somado a migracao de individuos de populagdes abundantes em habitats ao redor
dos fragmentos. O fato da Floresta do Seringal Cachoeira (FSC) e Reserva Florestal
do Humaita (RFH) terem apresentado consideravelmente maiores valores de riqueza
de espécies, quando comparadas com a Floresta do Parque Zoobotéanico (FPZ), pode
estar relacionado ao tipo de uso da terra nestas areas e sua capacidade para suportar
diferentes espécies, dado que ambientes mais perturbados podem apresentar menor

rigueza de espécies (Gascon et al., 1999).
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A maior abundancia de pequenos mamiferos na RFH pode ter sido devido as capturas
mais frequentes de algumas espécies como 0s marsupiais M. micoureus demerare,
M. micoureus regina, M. ocellatus, M. glirina e os roedores N. spinosus e P.
brevicauda, enquanto outras (a exemplo do marsupial M. nudicaudatus e os roedores
N. rattus, O. bicolor e O. microtis) foram capturadas exclusivamente nesta area. As
maiores riquezas e abundancia de mamiferos encontradas no solo em relagdo aos
demais estratos esta de acordo com outros estudos envolvendo pequenos mamiferos
na Amazonia (Patton et al., 2000; Lambert et al., 2005a).

A sazonalidade ndo apresentou grande influéncia na riqueza de espécies em
nenhuma das areas estudadas. Porém, em relacdo a abundancia de mamiferos, os
resultados mostraram uma maior abundancia na estagcéo seca tanto na FPZ quanto
na RFH. Considerando-se a marcada sazonalidade na Amazonia, € possivel que a
estacdo seca represente um periodo mais favoravel aos aumentos populacionais das
espécies, estando o ambiente com menos areas alagadas e maior disponibilidade de
habitat. Patton e colaboradores (2000) também registraram maior sucesso de captura
na estacdo seca e argumentam que este resultado refletiria mudancas na densidade

populacional das espécies capturadas.

A equitabilidade € uma medida de diversidade que leva em consideracédo a
abundancia relativa das espécies, variando de 0 (quando ha elevada dominancia de
algumas espécies) a 1 (quando a abundancia das espécies é mais similar ao longo de
um determinado ambiente) (Stirling & Wilsey, 2001). Os valores relativamente altos
de equitabilidade encontrados para todas as areas indicam uma distribuicdo das
abundancias das espécies nas comunidades de mamiferos, exceto por algumas
poucas espécies mais predominantes, como, por exemplo, P. opossum na FPZ, M.
micoureus demerarae, M. regina e P. brevicauda na RFH e M. demerarae, P. gardneri
e P. simonsi na FSC. De fato, espécies do género Marmosa e do género Proechimys
tém sido registradas com elevada abundancia por outros estudos conduzidos na
Amazobnia (Lambert et al., 2005a; Lamber et al., 2006; Silva et al., 2015; Abreu-Junior
et al., 2016).

O valor ligeiramente menor de equitibalidade total para Xapuri pode estar
relacionado ao maior nimero de individuos capturados para o roedor P. gardneri (N =

32), em comparacao a outras espécies com capturas menos frequentes, tais como C.

105



lanatus, H. macconnelli, H. yunganus, M. glirina, Oecomys sp. n. e P. brevicauda, cada
uma com registro de um individuo apenas. Considerando-se as trés localidades
estudadas, a menor equitabilidade para o dossel encontrada na RFH pode estar
relacionada a maior captura de M. micoureus regina (N = 14) e M. micoureus
demerarae (N = 11) em estratos superiores, apesar do fato da maioria das capturas

de pequenos mamiferos terem ocorrido no solo.

O numero de individuos capturados variou consideravelmente entre as areas
para algumas espécies (M. micoureus demerarae, M. micoureus regina, M. ocellatus
e P. gardneri, por exemplo), gerando uma diversidade regional distinta. O resultado
da analise de nMDS indicou haver uma maior variagdo na composi¢cado e abundancia
das espécies entre localidades do que dentro de cada uma delas, mostrando uma
relacéo inversa entre distancia geografica e similaridade na diversidade de espécies,

estando de acordo com o esperado.

Poucos estudos investigaram a influéncia do ambiente na ocorréncia de
espécies de mamiferos na Amazonia (Emmons & Feer, 1997; Eisenberg & Redford,
1999; Lambert et al., 2006). No presente estudo, observou-se maior abundéancia e
rigueza de pequenos mamiferos em areas caracterizadas por menor atividade
antropica, seja para fins de estudo (ENS/PESQ) ou exploracdo econdmica (EXTRAT).
Na FPZ, foram observados os menores valores de abundancia e riqueza de espécies;
a localidade também apresenta maior atividade de ensino e pesquisa dentre as trés
estudadas, além de fazer limite com areas residénciais e malha rodoviaria. Este tipo
de presséao antropica pode estar levando a alteracGes na biodiversidade encontrada

nesta localidade.

Impactos provocados pela exploracdo econdémica na Amazbnia tém sido
previamente discutidos por outros estudos (Lovejoy et al., 1986; Laurance et al.,
2000). Desde a década de 60, no leste e sul da bacia amazdnica onde se localizam
os estados do Acre, Para, Rondonia, Maranhao e Mato Grosso, ha registro de extensa
transformacdo de habitats naturais em paisagens fragmentadas (Laurance et al.,
2000). Atividades econdbmicas como as extrativistas podem gerar areas de clareira,
erosao do solo e mudancas microcliméticas (Laurance, 1998; Laurance et al., 2000),
alterando a diversidade e composicéo de espécies em areas perturbadas (Laurance

& Bierregaard, 1997). Apesar disso, alguns estudos anteriores indicaram maior
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rigueza e abundéancia de pequenos mamiferos em areas da Amazbnia com

extrativismo vegetal (Ochoa, 2000; Lambert et al., 2005a).

A associagdo negativa da riqueza de espécies com a presenca de arvores de
grande porte (ARV2) pode ter ocorrido pela existéncia de uma maior densidade da
cobertura de dossel devido a maior presenca dessas arvores (Vidal et al., 2007), o
gue pode levar a uma menor densidade de vegetagdo em estratos inferiores a este
(Cirelli & Penteado-Dias, 2003). Além disso, a presenca destas arvores pode estar
relacionada com atividades extrativistas de latex e castanhas, uma vez que as
seringueiras e castanheiras estdo incluidas nesta variavel de habitat, corroborando o

resultado anterior.

A associacao positiva da complexidade do habitat com a abundancia e riqueza
totais no presente estudo indica uma relacao das espécies estudadas com ambientes
caracterizados por uma maior estratificacdo vertical da vegetacdo. A complexidade do
habitat representa uma variagdo na estrutura da floresta ao longo de seu gradiente
vertical (August, 1983) o que, por sua vez, pode contribuir para uma grande
diversidade de nichos potenciais para as espécies nestes ambientes mais complexos.
Outros estudos desenvolvidos com mamiferos na AmazOnia mostraram maior
diversidade de espécies diante de uma maior estratificacdo vertical do habitat
(Bernard, 2001; Lambert et al., 2005b; Lambert et al., 2006).
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6. CONCLUSAO

Os indices observados de diversidade da fauna de pequenos mamiferos no
leste do Acre corroboram com outros estudos que apontam a regido como sendo de
alto valor biologico e prioritaria para a conservagao.

O pouco conhecimento e a complexidade taxondmica de muitas espécies de
pequenos mamiferos com ocorréncia na Amazénia Ocidental demandam a utilizacéo
de técnicas moleculares de sequenciamento de DNA e citogenéticas, associadas a
analise morfologica, como uma combinagdo eficiente para identificagdo em nivel
especifico.

Os niveis de divergéncia genética entre as sequéncias obtidas para os
espécimes identificados como P. aff. gardneri e a sequéncia anteriormente conhecida
para P. gardneri sdo significativos e sugerem representar unidades taxondmicas
distintas

As espécies de roedores sigmodontineos Hylaeamys yunganus e Neacomys
spinosus, sororeativas para infeccéo por hantavirus, podem estar associadas ao ciclo
silvestre de transmissao de hantavirus na regido, demandando novos estudos sobre
0 papel destas espécies como reservatérios de hantavirus, visto que também foram
encontradas com sororeatividade (H. yunganus) e infeccdo pelo virus Andes (N.
spinosus) na regido da Amazo6nia Peruana.

Este estudo apresentou o primeiro registro de infeccéo por Bartonella spp. em
marsupiais, especificamente na espécie Marmosops ocellatus, além do primeiro
registro de infeccao nos roedores Euryoryzomys macconnelli, Neacomys spinosus e
Proechimys aff. gardneri.

As estacdes de chuva e seca influenciam positivamente na riqgueza de espécies
e a abundancia, respectivamente.

As atividades antropicas de uso e ocupacao das florestas e a proximidade
urbana parecem influenciar negativamente na composic¢ao, rigueza e abundancia das
espécies de pequenos mamiferos nas localidades estudadas.

A complexidade vertical da vegetacao, que € uma das caracteristicas principais
da Floresta Amazodnica, esta associada positivamente a uma maior diversidade de

espécies de pequenos mamiferos.
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ANEXOS

8.1Formulario para coleta de informag6es sobre Micro e Meso Habitat

PROTOCOLO DE MICRO E MESO-HABITAT (Em cada ponto):
Data: / / Trilha: Ponto: Medidor:
Localidade: Acre

NO PONTO (9m?):

Horizontal % Ponto
12 Dossel

Altura do dossel:
Conectividade do dossel:[] Ausente, [J Pouco, [ Muito

% OFV | Ponto Norte | Ponto Sul | Ponto Leste | Ponto Oeste
12

NO RAIO DE 1,5m:

Sub-bosque entre 1m a 5m: [J Ausente [ Esparso  [J Denso
Sub-bosque entre 5m a 10m: [JAusente  [J Esparso [ Denso
Sub-bosque maior do que 10m: [J Ausente [(JEsparso [ Denso

Ambiente: [J Fechado, ] Capoeira ou campo,[J Clareira

Arvores com DAP > 40:
(a-circunferéncia)
1 2- 3. 4, 5. 6.

PRESENCA DE ARVORES MULTIPLAS: (] Presente, [J Ausente
Altura do fuste: 1 22 = ,4 55 6

NO RAIO DE 1,5m:
NUMERO DE ARVORES com DAP < 10 cm:
NUMERO DE BURACOS NO SOLO:

NA TRILHA (ao redor):

PRESENCA DE AREAS ALAGADAS: Sim ( ) N&o( ) Distancia do Ponto: [ cérrego
tempordrio (Chuvas) [JRiacho [Jlago  [Brejo [ Poga/

EXISTENCIA DE AFLORAMENTOS ROCHOSOS: [JPresente  [] Ausente/

TEXTURA DO SOLO: [] sélido rochoso, [ solo com rochas maiores (tamanho do punho), (J
solo com rochas menores (tamanho da unha ou menor), [Osolo seco com poucas rochas, (]
solo imido sem rochas, [Jsolo alagado

PRESENCA DE TRILHAS E ESTRADAS: [ Ausente, [ passa pela trilha, [ préximo a trilha
PLANTACOES: [ Presente [JAusente /[ Plantio [] Colheita / Tipo:

PRESENCA DE CRIADOUROS DE ANIMAIS: [] Ausente, [] Passa pela trilha, [ préximo a trilha
ReLevo: (J Plano, [J Pouco inclinado, [Jinclinado / SINAIS DE CACADORES: O Ausente,DPresent‘
ESPECIES PECULIARES:

Cipés: [J Ausente [JPouco [ Regular [JMuito / Taquara:DAusente Orouco CIRegular
CIMuito  Florada: Sim () Nao( ) / Arvores Frutiferas:(] Presente, O Ausente

Tipo: Capinzal:(J Ausente [(JPouco [JRegular [] Muito / Herbaceas: O Ausent:
[ Pouco,  Regular, (] Muito / Outras Espécies: O Ausente, [
Pouco, [ Regular, (J Muito
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8.2Licenca Comisséo de Etica em Uso de Animais (CEUA/FIOCRUZ)

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacédo Oswaldo Cruz o )
Comissao de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratdrios de Referéncia

LICENCA LW-39/14

Certificamos que o protocolo (P-70/13.2), intitulado “ESTUDOS
TAXONOMICOS E ECO-EPIDEMIOLOGICOS SOBRE PEQUENOS MAMIFEROS
SILVESTRES NAO VOADORES DO BRASIL”, sob a responsabilidade de PAULO
SERGIO D’ANDREA atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenga ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagéo nacional.

Esta licenca tem validade até 19/05/2018 e inclui o uso total de:

Marsupialia
- 1000 machos;
- 1000 fémeas.

Rodentia
- 1000 machos;
- 1000 fémeas

Rio de Janeiro, 19 de maio de 2014

e ’;~/;,_;..;’“"?..S~\
: ~—ci

Octavio Augusto Franca Presgrave . @°

Coordenador da CEUA/FIOCRUZ Q,?‘d g
Lo
Y \g%fgp
o®

>y
C:-.\Pg%
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8.3 Licenca Permanente para captura em territorio nacional

Ministério do Meio Ambiente - MMA
. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Sistema de Autorizagao e Informago em Biodiversidade - SISBIO

MMA

Licenga permanente para coleta de material zoolégico
Numero: 13373-1 Data da Emissao: 19/11/2007 17:02
Dados do titular
Registro no Ibama: 608054 | Nome: PAULO SERGIO D ANDREA CPF: 062.639.198-92
Nome da Instituigdo - FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Observagdes, ressalvas e condicionantes

1 A participagao do(a) p dor(a) geiro(a) nas atividades previ nesta autorizagao depende de autorizagao expedida pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia (CNPg/MCT);
Alicenca permanente nao é valida para
a) coleta ou porte de espé que nas listas oficiais de espéci cadas de exting:
b) ¢ao de espéci de fauna silvestre em cativeiro;

2 | c) recebimento ou envio de material biolégico ao exterior; e
d) realizagdo de pesquisa em unidade de conservagao federal ou em caverna.
A restrigao prevista no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protegao
Ambiental ¢ idas por terras privadas;

3 O pesquisador titular da licenga pi quando do, devera registrar a expedi¢ao de campo no Sisbio e mfurmar 0 nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da icdo, que constardo no comp! de registro de expedicdo para | ap! a izagdo,

4 Esla licenca permanente nao exime o seu titular da idade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos Iegats. bem como do consentimento do

ponsavel pela area, publica ou privada, onde serd reali da a atividadi
5 Esta licenca pennaneme ndo podera ser utilizada para fins ¢ jais, industriais, esportivos ou para realizacao de ativi inerentes ao processo de licenciamento
de

6 Esta autorizagao NAO exime 0 p dor titular da i de atender ao disposto na ca iva Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Ani de Aves Silvestres.

7 | O pesq titular da licenca p! sera avel pelos alos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O orgao gestor de unidade de conservacao | dlslmal ou icipal podera, a despeito da licenca per edas izagoes didas pelo lbama,

| outras condicdes para a realizagdo de pesquisa nessas uni de conservagao.

O titular de licenca ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por 3 de coleta e i de captura direci sempre que possivel,

9 |aogrupo émico de , evi a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo dmico de i em icdo in situ.

10 0O titular da licenga p devera ap tar, Telatono de alividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emissao da licenga p
O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislacao vigente, ou quando da inadequagao,

11 | omisséo ou falsa descricdo de informagdes rel que subsidi a expedicao do ato, podera, i decisdo motivada, ter a ou licenca
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material biolégico coletado apreendtdo nos termos da legusla 0 brasileira em vigor.

12 A licenca per sera valida enq durar o vinculo empreg: dop isador com a instituica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitagao.
Este nao disp a ao de izagao de acesso ao comp do patrimoni ético ou ao ¢ | do nos termos da

13 ¢ ¢ p g
legislacdo vigente.

14 As atividades contempladas nesta aulonzacéo NAO g peci ileiras ¢ de listas oficiais (de abrangénci ional | ou l) de
espécies ¢ de extinca Xp ou ameacadas de plotagdo.

Taxons autorizados

# Nivel omi Taxon(s)

1| ORDEM Rodentia, Didelphi i

2

Destino do material biolégico coletado

[#7 Nome local destino | Tipo Destino il
[T [Museu Nacional (UFRJ) | colegao |

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) fol expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n°154/2007. . Através
do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 91827146 (TTE AL

[ Paginair2 )
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8.4Formulario para coleta de dados biométricos e material biolégico

N° LBCE : TAG: Espécie:

Sexo: Macho( ) Fémea ( ) Data de captura: / /
PROCEDENCIA:

Estado:____ Municipio: Localidade (fragmento):

Trilha: Ponto: Armadilha:

AMOSTRAS

Coleta de sangue: sim ( ) nao ( )V -
Hemocultivo: sim ( ) n®detubos __ ndo( ) Exame a fresco: sim( ) nao( )

Soro:sim( ) ndo( ) Eppendorf( ) Eluato ( ) Micro hematécrito:
Cariétipo: sim () n° de tubos ndo ( ) Responsavel:

Coleta para Hantavirus: rim () pulmdo ( ) figado ( ) bago ( ) coragdo ( )

Banco genético: Figado ( ) bago ( ) Ectoparasitas: sim( ) nao( )
Endoparasitas: sim( ) nao( ) Responsavel:
Perfusdao: sim( ) nao( ) Esfregago: sim () ndo () n°de laminas:_

CONDICAO REPRODUTIVA / OUTRAS INFORMACOES
Vagina: aberta( ) fechada( )

Secregao: sim () nao ( ) Tipo:

Gravida: Sim( ) N&do( ) Lactante: Sim( ) Nao( )

Utero: virgem ( ) ndo virgem: ( )

Embridoes/Filhotes n®: Tamanho do embrido:
Escrotado: ( ) N&ao escrotado: ( )

Ectoparasitas: sim ( ) nao( ) Vesicula: sim ( ) nao ( )

Cicatriz: Orelha: Sim ( ) Ndo( ) / Cauda: Sim( ) Nao ( )

MARSUPIAIS

Filhotes de marsupiais: n° Hb TA
Caracteristicas:

Manchas: sim ( ) nao ()
Bolsa: virgem ( ) ndo virgem ( ) Tetas:
Denticao (sup./inf.): /

MEDIDAS (em mm) / COLEGCAO

Peso: Comp. Corpo Cauda Orelha:
Pé: ¢/ unha: s/ unha:

Pele: Taxidermizado ( ) Aberta () em alcool ( )

Meio liquido: ¢/ pele () s/ pele ()

OBSERVAGOES:
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