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RESUMO

As ameacas ao meio ambiente derivadas das crescentes intervencdes humanas, caracterizadas
pela fragmentacdo de habitats, invas@es bioldgicas, caca ilegal e abusiva, trafico e contrabando
de animais, entre outras, prejudicam as atividades de conservacdo e manutencdo da
biodiversidade brasileira. Neste cenério, a crescente preocupagdo com a protecdo da fauna e
combate ao tréfico ilegal de animais silvestres se desenvolve paralelamente ao surgimento de
novas tecnologias acessérias para resolucdo de investigacGes criminais relacionadas ao
comeércio de animais silvestres. Dentre tais ferramentas, os métodos de avaliacdo genética de
organismos ou produtos derivados destacam-se como 0s principais meios para diferenciagdo
entre espécies, delineando o campo da genética forense aplicada a crimes contra a fauna. Neste
sentido, o objetivo do presente trabalho € verificar a acuracia da identificacdo molecular de
espécies de vertebrados terrestres com base no sequenciamento do gene COIl (Cox-1), bem
como realizar levantamento do arcabouco legal do estado do Parana no que concerne a
legislacdo voltada & utilizagdo de técnicas de genética forense em investigages de crimes contra
a fauna. Para tanto, duas amostras de tecido muscular foram coletadas as cegas junto ao CETAS
Ponta Grossa e submetidas a0 método de extracdo de DNA mediante protocolo de fenol-
cloroférmio adaptado, seguida de amplificacdo do gene COI (Cox-1) via PCR, sequenciamento
e identificacdo. A confirmacdo da identidade do consenso das sequéncias obtidas foi realizada
pela comparacdo com sequéncias de bancos de dados disponiveis (BOLD System e NCBI).
Normativas juridicas relativas ao estado do Parana foram levantadas utilizando-se o Sistema
Estadual de Legislacdo do Estado do Parana. Para ambas as amostras, a identificacdo molecular
confirmou com 100% de certeza que o tecido muscular analisado era do FILO Chordata,
CLASSE Mammalia, ORDEM Artiodactyla, FAMILIA Cervidae, GENERO Mazama
ESPECIE Mazama gouazoubira. Por sua vez, o levantamento do arcabouco legal do estado
sugere a existéncia de inseguranca juridica no ambito dos servicos de genética forense
aplicaveis aos crimes ambientais cometidos contra a fauna.

Palavras-chave. Campos Gerais. Crimes Ambientais. Legislacdo Ambiental. Genética
Forense. DNA Mitocondrial.



ABSTRACT

The environmental threats derived from the human interventions on ecossystems, such as
habitat loss and fragmentation, biological invasions, illegal and abusive hunting, and animal
trafficking and smuggling, impairs conservation efforts directed to brazilian biodiversity. In this
context, concerns about fauna protection and illegal trafficking control come together with the
emergence of new acessory technologies applied on criminal investigations related to wildlife
trade. The methods of genetic evaluation of organisms or animal-derived products stands out
as a relevant tool species differentiation, contributing for the establishment of forensic genetic
applied to crimes against wildlife. The goal of the present study was to verify the accuracy of
molecular identification of terrestrial vertebrate species based on COI gene (Cox-1) sequencing,
as well as to realize a survey of the legal framework of the Parana state turned to the use of
forensic genetic techniques on investigations of environmental crimes against the fauna. For
this purpose, two samples of muscular tissue were blinded obtained from the CETAS Ponta
Grossa and submitted to AND extraction according to the adapted phenol-chloroform method,
followed by Cox-1 gene amplification using PCR, sequencing, and identification. The
confirmation of the consensus identity from the sequences obtained was held by the
comparision with sequences from open data banks (BOLD System and NCBI). Legal
regulations of Parana state were assessed using the Sistema Estadual de Legislacdo do Estado
do Paranda. For the two samples, the molecular identification confirmed (99,99%) that the
muscular tissue belong to the PHYLUM Chordata, CLASS Mammalia, ORDER Artiodactyla,
FAMILY Cervidae, GENUS Mazama SPECIE Mazama gouazoubira. In turn, the survey of the
state legal framework suggests the existence of a legal uncertainty in respect to the forensic
genetic services application on crimes against fauna.

Keywords: Campos Gerais. Environmental Crimes. Environmental Law. Forensic Genetic.
Mitochondrial AND.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZACAO BIOGEOGRAFICA DOS CAMPOS GERAIS

1.1.1 Localizagéo da regido dos Campos Gerais

De acordo com Melo, Moro e Guimarées (2014) e Pontes et. al (2018), a regido dos Campos
Gerais estende-se pela porcdo centro-leste do estado do Parana sobre o Segundo Planalto do
estado, delineando a face reversa da Escarpa Devoniana. Ao total, os Campos Gerais ocupam
uma area de 11.761,41 km? do territorio estadual situada entre as coordenadas 23°45' e 26°15'
de latitude sul e 49°15' e 50°45' de longitude oeste, percorrendo um total de 22 municipios
paranaenses no sentido norte-sul do estado, sendo eles: Rio Negro, Campo do Tenente, Lapa,
Porto Amazonas, Balsa Nova, Palmeira, Campo Largo, Ponta Grossa, Teixeira Soares,
Imbituva, Ipiranga, Tibagi, Carambei, Castro, Imbad, Telémaco Borba, Ventania, Pirai do Sul,
Jaguariaiva, Sengés, Arapoti e S30 José da Boa Vista (MELO; MORO; GUIMARAES, 2014;
PONTES et al., 2018).

Embora a delimitacdo da regido sofra modificacdes e adaptacdes correlatas aos
processos locais de dindmica territorial, esta foi originalmente concebida por Maack (1948)
com base em seus limites fitogeograficos, isto é, pela cobertura vegetal naturalmente encontrada
na area. Em distintos momentos da historia, outras delimitacdes foram estabelecidas com base
em critérios de natureza econdmica, politica, historica e geografica, tais como as delimitacdes
estabelecidas por consorcios intermunicipais e 6rgdos de defesa ambiental. Entretanto, o
presente trabalho considera as demarcages estabelecidas por Melo, Moro e Guimarées (2014),
cuja construgdo se baseou na atualizacdo das delimita¢Ges apresentadas no Mapa Fitogeografico
do Estado do Parand de Maack (1950), por meio da incorporacdo de &reas e correcdes de
posicionamento geografico, compondo uma definicdo territorial que incorpora aspectos
fitogeogréaficos e geomorfologicos da regido (vide Figura 1).
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Figura 1 - Area de abrangéncia da regifo dos Campos Gerais do estado do Parana.
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Fonte: Adaptado de MELO, S. M.; MORO, R. S.; GUIMARAES, G. B. Os Campos Gerais do Parana. In: MELO,
S.M.; MORO, R. S.; GUIMARAES, G. B. (Orgs.). Patriménio Natural dos Campos Gerais do Parana. Ponta
Grossa: Editora UEPG, 2014. p. 17-22.
1.2.2 Geologia dos Campos Gerais.

A constituicdo geologica atual dos Campos Gerais € caracterizada pela presenca de
rochas constituidas em distintas fases do processo de formacéo da Bacia do Parana. Trata-se de
uma regido formada no interior de uma area tecténica estavel e cujo processo de formacao esta
intimamente associado ao surgimento e evolugdo do Arco de Ponta Grossa, caracterizando-se
pela presenca de fraturas, falhas e diques que se orientam no sentido noroeste-sudeste. Segundo
Pontes et al. (2018), a regido abriga uma geodiversidade significativa que inclui canyons,
escarpas, cachoeiras, afloramentos rochosos, cavidades subterraneas e abundantes se¢des-tipo
que, por sua vez, escondem diversos sitios arqueologicos. Além disso, as caracteristicas da
paisagem rochosa da regido (presenca de furnas, lagoas, depressdes, sumidouros) s&o
indicativas de processos quimicos de dissolucdo mineral provocados pelo fluxo de aguas. Neste
sentido, as rochas compdem um cenario complexo de aquiferos que se espalham por toda a area
(MELO; MORO; GUIMARAES, 2014).

Diversos grupos de rochas compBem a estrutura geolégica dos Campos Gerais,
incluindo as rochas mais antigas da regido, pertencentes ao Grupo Rio lvai, além de rochas do
Grupo Parand, Grupo Itararé (amplamente difundidas na area), Grupo Guata e Grupo Séo
Bento. Além disso, ocorrem ainda sedimentos da Era Cenozoica ao longo dos principais rios,

bem como soleiras e diques pertencentes a Formacao Serra Geral e intrusdes igneas verificadas
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no Terceiro Planalto do estado, constituidas principalmente de diabasio e presentes em areas
menos significativas de municipios localizados ao norte dos Campos Gerais (MELO; MORO;
GUIMARAES, 2014).

Segundo Melo, Moro e Guimardes (2014), a historia geoldgica da regido contribuiu para
a formacdo de uma barreira natural que separa o Primeiro e 0 Segundo Planalto do estado do
Parand, a Escarpa Devoniana, que deve seu nome ao seu periodo de formagdo. Pontes et al.
(2018) destacam que a escarpa exerce um papel importante de barreira geomorfologica a regiéo,
contribuindo para o predominio de solos rasos, arenosos e com baixa fertilidade, que constituem

a base para a formacéao de paisagens campestres.

1.1.2 A cobertura vegetal dos Campos Gerais

De acordo com Meneguzzo e Albuquerque (2009) e Pontes et al. (2018), a vegetacao
dos Campos Gerais € caracterizada pelo predominio de paisagens campestres marcadas por
vegetacdo de cerrado que se intercala com matas de araucéria remanescentes e zonas de mata
ciliar que margeiam cursos d'agua e capdes. Melo, Moro e Guimardes (2014) e Behling (1997)
apontam que os campos limpos da regido sao formados por vegetacdo remanescente de periodos
secos da histdria geoldgica da Terra, marcadamente o Quaternario (correspondente aos ultimos
1,8 milhdes de anos), que mantiveram as suas caracteristicas de solo marcado pela baixa aptidao
agricola em funcdo de sua reduzida profundidade e composicdo arenosa. Mais uma vez,
destaca-se o papel da barreira natural formada pela Escarpa Devoniana na manutencdo do
isolamento da regido, contribuindo, de maneira significativa, para o padrao de formacao vegetal
na area dos Campos Gerais.

Neste contexto, Behling (1997) oferece uma reconstrucdo da historia climatica e de
formagéo vegetal nas terras dos Campos Gerais, destacando os processos de formacéo dos
campos e expansdo progressiva dos conjuntos florestais que hoje formam os pequenos
fragmentos de mata remanescentes. Assim, a regido se encontra em franco processo de
transformacédo da paisagem, que acontece em funcdo da gradual elevacdo da temperatura e
umidade ocorrida ap6s a Ultima glaciagcdo do periodo Quaternario da histéria da Terra. Neste
sentido, as formacgdes florestais passam a ocupar gradativamente o espago dos campos
(BEHLING, 1997; MELO; MORO; GUIMARAES, 2014).

No que diz respeito a biodiversidade local, diversos estudos tém demonstrado a riqueza
natural encontrada nos Campos Gerais (CERVI et al., 2007; NANUNCIO; MORO, 2008;
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DALAZOANA, 2010; RITTER et al., 2010; ANDRADE et al., 2011; MIODUSKI; MORO
2011; CARMO et al., 2012; CARMO; ASSIS, 2012; MORO et al., 2012), incluindo areas sob
plena pressdo antropica (ANDRADE et al., 2017).

1.1.3 Caracterizacdo da fauna regional

A combina¢do dos dominios de mata, campos e cerrados na regido dos Campos Gerais
define ecossistemas impares inseridos no territério paranaense. Assim, a area abriga uma rica
biodiversidade cuja composi¢do ainda se encontra em processo de exploracdo cientifica
(MENEGUZZ0O; ALBUQUERQUE, 2009).

De acordo com Bianconi, Silva e Roque (2020), a ictiofauna dos Campos Gerais
abrange espécies raras, ameacadas e pouco conhecidas pela ciéncia, havendo necessidade de
plano de manejo e estudos na area. Nos 21 mil hectares do Parque Nacional da regido dos
Campos Gerais, a ictiofauna é diversificada e pertence a duas importantes bacias hidrograficas:
a bacia do rio Ribeira e do rio Tibagi. De acordo com levantamento realizado pelos autores,
cerca de 50 espécies de peixes podem ser observadas na regido, tal como o lambari, do género
Psalidodon, e o barrigudinho (Cnesterodon hypselurus). Parana (2009) sinaliza o registro de
110 espécies de peixes na Bacia Hidrografica do rio Tibagi, com predominancia de individuos
pertencentes aos taxons Characiformes e Siluriformes. Além disso, descreve espécies
ameagadas de extin¢do, tal como a pirapitinga (Brycon nattereri), piraputanga (Brycon
orbignyanus), dourado (Salminus brasiliensis), cascudo-preto (Rhinelepis aspera), surubim
(Steindachneridion scripta) e bagre-sapo (Pseudopimelodus mangurus).

Informacgdes relativas aos anuros da regido dos Campos Gerais foram levantadas por
Crivellari et al. (2014), que registraram 61 espécies de anuros em diferentes pontos do territorio
paranaense, incluindo a area de cobertura dos Campos Gerais (Parque Estadual de Vila Velha,
Parque Estadual Guartela, Parque Nacional dos Campos Gerais). O levantamento demonstrou
predominio (48%) de individuos da familia Hylidae, seguidos por representantes da familia
Leptodactylidae. Particularmente, foram identificadas na regido dos Campos Gerais espécies
de ambas as familias, com 24 representantes da familia Hylidae, como Dendropsophus minutus
(Peters, 1872), Hypsiboas bischoffi (Boulenger, 1887), Aplastodiscus albosignatus (A. Lutz &
B. Lutz, 1938), Scinax fuscovarius (A. Lutz, 1925) e Scinax perereca Pombal Jr., Haddad &
Kasahara, 1995, e 10 representantes da familia Leptodactylidae, incluindo Leptodactylus cf.

latrans, Physalaemus cuvieri Fitzinger, 1826 e P. aff. gracilis. Tais dados corroboram com
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levantamento realizado por Batista e Bastos (2014) nos municipios de Sengés, Jaguariaiva, Pirai
do Sul, Tibagi, Carambei ¢ Ponta Grossa, em 66 pontos localizados juntos a corpos d’agua,
cujos resultados indicam predominancia de espécies da familia Hylidae (24 espécies) e
Leptodactylidae (13 espécies). Segundo os autores, tais espécies encontradas representam 44%
da riqueza do estado do Parana e 6% do Brasil. Dados mais recentes relativos ao Estado do
Parand indicam a incidéncia de 137 espécies de anuros, sendo a maioria das espécies (42,3%)
representadas pela familia Hylidae. Para a regido de Ponta Grossa, o estudo aponta o registro
das espécies Melanophryniscus vilavelhensis e Gastrotheca microdiscus (SANTOS-PEREIRA;
POMBAL JUNIOR; ROCHA, 2018).

Moro, Melo e Guimar&es (2014) relatam que o maior numero dos dados referentes aos estudos
dos répteis é resultado de acervos de universidades e museus situados na regido, bem como de
dados decorrentes dos planos de manejo de unidades de conservacao e relatos descritivos das
comunidades da regido. Em estudo feito por Souza Filho e Oliveira (2015), foram registradas
34 espécies de répteis na regido da Hidrelétrica de Maua, localizada na por¢do média do rio
Tibagi. Cerca de 70,6% dos registros foram de espécies de serpentes distribuidas em diversas
familias, sendo as familias Colubridae (15), Viperidae (3) e Dipsadidae (2) as mais encontradas.
Os registros foram predominantemente feitos em regides de Floresta Atlantica Semidecidual e
Mata de Araucarias, indicando um padrao florestal de ocorréncia. Dados semelhantes foram
relatados por Oliveira (2012), que realizou levantamento de dados da regido da APA Escarpa
Devoniana, indicando a presenca de 62 espécies de répteis, sendo 48 (77%) delas espécies de
serpentes. Além dessas, 0 autor ainda relata a presenca de outras nove espécies de lagartos, duas
de anfisbenas e trés de cagados, com énfase a espécie Hydromedusa tectifera, amplamente
distribuida no territério paranaense.

No que diz respeito a regido do Parque Estadual de Vila Velha, segundo Oliveira (2012)
0s dados sobre herpetofauna sdo baseados no Plano de Manejo da unidade, expedido no ano de
2004. Segundo o autor, hd uma estimativa de 60 espécies de répteis para o local, sendo muitas
delas espécies de serpentes raras e ameacadas de extin¢do, como Epicrates cenchria, Ditaxodon
taeniatus, Chironius flavolineatus, Liophis almadensis, Lygophis flavifrenatus, Lygophis
meridionalis e Phalotris reticulatus. Ainda, Bérnils e Mora-Leite (2010) citam o primeiro
registro de Phimophis cf. guerini no estado do Parana, representada por um exemplar capturado
no século passado e permanecendo como o Unico da espécie para a regiao.

Com relacéo a avifauna dos Campos Gerais, cerca de 427 aves foram registradas em sua
area, equivalente a 58% das espécies conhecidas no Estado do Parana (DO VALE et al., 2021).

Segundo Uejima e Bornschein (2014), a Floresta Ombrofila Mista abriga a maior parte das aves
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da regido. N&o obstante, os Campos Gerais também sofrem influéncia de espécies da Floresta
Estacional Semidecidual, como a arara-vermelha-grande (Ara chloroptera) e o pica-pau-de-
topete-vermelho (Campephilus melanoleucus), bem como da Floresta Ombrofila Densa, como
0 saira-da-mata (Hemithraupis ruficapilla), o sanhaco-de-encontro-azul (Thraupis cyanoptera)
e outras. Pereira et al. (2014) relataram um registro de Tinamus solitarius na area de cobertura
do Parque Nacional dos Campos Gerais, no municipio de Ponta Grossa, Parand, uma espécie
raramente visualizada fora da planicie litoranea do estado. Na regido do Parque Estadual do
Guartela, resultados apresentados por Scherer-Neto (2020) indicaram a presenca de 311
espécies de aves na area, distribuidas em 59 familias e 21 ordens. Em Ponta Grossa,
especificamente no Parque Estadual de Vila Velha, o autor relata a identificagdo de 228
espécies, corroborando com dados apresentados por Oliveira (2012), cujas campanhas de
avaliacdo ecoldgica rapida no parque renderam o registro de um total de 217 espécies.
Adicionalmente, este autor ainda apresenta informagdes acerca da diversidade de aves
encontrada na APA da Escarpa Devoniana, obtidas a partir do plano de manejo da unidade, que
resume um total de 337 espécies, incluindo aves endémicas da floresta de araucarias, como o
garimpeirinho (Leptasthenura setaria), bem como espécies tipicamente florestais dependentes
de tais ambientes. Ainda, segundo Do Vale et al. (2021), os Campos Gerais abrigam espécies
que sdo endémicas do Brasil e encontram-se em risco de extin¢ao, incluindo o macuquinho-da-
varzea (Scytalopus iraiensis), saira-sapucaia (Tangara peruviana), patativa-tropeira
(Sporophila beltoni), caboclinho-de-barriga-preta (Sporophila melanogaster) e o papagaio-do-
peito-roxo (Amazona vinacea). Scherer-Neto (2020) apresenta uma lista das aves mais
emblematicas da regido, destacando a curicaca (Theristicus caudatus), a codorna (Nothura
maculosa), o perdiz (Rynchotus rufescens), o chopim-do-brejo ou do banhado (Pseudoleistes
guirahuro), a noivinha-do-campo (Xolmis cinerea), a maria-preta-bolacha (Knipolegus
lophotes), os canarios (Sicalis spp.), os caminheiros (Anthus sp.), a gralha (Cyanocorax
caeruleus e C. chrysops), o tauaté-pintado (Micrastur semitorquatus), bem como as aves de
rapina, tais como o carcara (Caracara plancus) e a aguia-cinzenta (Urubitinga coronata). A
gralha-azul (Cyanocorax caeruleus) é a ave simbolo do estado do Parana e também compde a
avifauna regional, sendo protegida pela Lei Estadual n° 7.957 de novembro de 1984 (DO
VALE et al., 2021).

Os levantamentos da mastofauna da regido dos Campos Gerais foram realizados em
areas restritas e ainda conservadas do territério. Ainda, segundo Pereira, Bazilio e Orsi (2018),
a area apresenta poucos estudos de biodiversidade, sobretudo de mamiferos de médio e grande

porte. Nesse quesito, dados apresentados por Braga (2014) indicam a presenca de 98 espécies
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de mamiferos terrestres na regido, divididas em dez ordens e 24 familias, totalizando cerca de
54% dos registros de espécies no estado do Parana. As espécies registradas reinem marsupiais
como, por exemplo, o gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris); xenartros,
representados pelo tamandud bandeira (Myrmecophaga tridactyla) e tamandua mirim
(Tamandua tetadactyla) e primatas, como o bugio-ruivo (Alouatta guariba) e o maior primata
das américas, o mono-carvoeiro (Brachyteles arachnoides), cuja distribuicdo se limita ao
entorno dos Campos Gerais, na Floresta Ombrofila Densa que esta associada a Floresta
Ombrdfila Mista.

Ainda segundo os autores, a ordem Carnivora registrou 16 espécies, incluindo a onca-
pintada (Panthera onca), gato-maracaja (Leopardus wiedii), puma (Puma concolor), lobo-
guara (Chrysocyon brachyurus) e cachorro-vinagre (Speothos venaticus). Particularmente, o
cachorro-vinagre (Speothos venaticus) foi registrado uma Unica vez apos atropelamento na
estrada do Cerne (rodovia PR-090), no municipio de Castro (BRAGA, 2014). Informacdes
complementares sobre a regido foram relatadas por Pereira, Bazilio e Orsi (2018) em
levantamento realizado nos limites do Parque Nacional dos Campos Gerais, localizado no
Estado do Parana. Segundo dados do estudo, foram registradas 31 espécies de mamiferos de
médio e grande porte, com predominio da ordem Carnivora (12 espécies), seguida pelas ordens
Rodentia e Cetartiodactyla (5 espécies cada), Cingulata, Didelphimorphia, Pilosa, Primates e
Lagomorpha (2 espécies cada). Dentre os carnivoros, destacam-se as espécies de felinos
representadas por Leopardus pardalis, L. gutullus, L.wiedii, Puma concolor e P. yagouaroundi,
bem como as espeécies de canideos Cerdocyon thous e Chrysocyon brachyurus. Salienta-se o
registro de C. brachyurus, obtido por meio da observacao de pegadas e relatos da comunidade
préxima ao parque. Tais resultados complementam as informacdes obtidas por Bender, Pereira
e Bazilio (2018) em levantamento realizado na Reserva BiolOgica das Araucérias, que abrange
o territdrio dos municipios de Imbituva, Ipiranga e Teixeira Soares, 0s quais encontram-se nos
limites fitogeograficos estabelecidos para os Campos Gerais (MELO; MORO; GUIMARAES,
2014). Segundo o estudo, foram identificadas 30 espécies de mamiferos, sendo uma delas de
pequeno porte (Guerlinguetus brasiliensis Thomas, 1901). Novamente, a ordem Carnivora
predominou, seguida pelas ordens Cetartiodactyla, Cingulata, Rodentia, Lagomorpha e Pilosa.
Investigacdes sobre a populacdo carnivora da regido dos Campos Gerais foram também
executadas por Bastiani et al. (2015), particularmente na regido da Floresta Nacional de Pirai
do Sul. Os resultados indicaram a presenca de cinco espécies da familia Felidae, representadas
por L. pardalis, L. tigrinus, L. wiedii, P. concolor e P. yagouaroundi. Na mesma localidade,

Grazzini et al. (2015) realizaram levantamento da fauna de pequenos mamiferos, capturando
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um total de 801 individuos distribuidos em 16 espécies de pequenos mamiferos ndao voadores,
com evidente predominio das espécies Akodon montensis, Oligoryzomys nigripes e Thaptomys
nigrita. Na regido norte da area de cobertura dos Campos Gerais, em dois fragmentos florestais
de Floresta Ombrofila Mista inseridos no interior de area particular localizada no municipio de
Sengés, Pereira, Bazilio e Yoshioka (2018a) registraram a circulacdo de 25 espécies de
mamiferos de médio e grande porte, incluindo oito espécies ameacadas de extin¢do no estado:
Myrmecophaga tridactyla, Alouatta guariba clamitans, Leopardus pardalis, Leopardus
guttulus, Leopardus wiedii, Puma concolor, Sylvilagus brasiliensis e Cuniculus paca. Na
mesma regido geografica, especificamente em trés fragmentos florestais localizados nos
municipios de Arapoti, Jaguariaiva e Pirai do Sul, os mesmos autores registram um total de 30
espécies de mamiferos de médio e grande porte, com predominio de espécies da ordem
Carnivora, Cetartiodactyla, Rodentia e Cingulata. Salienta-se o registro fotografico e visual de
C. brachyurus nos trés fragmentos avaliados (PEREIRA; BAZILIO; YOSHIOKA, 2018b).

Dentre tais informagdes, destaca-se a presenca de espécies de cervideos nas diferentes
regibes avaliadas, incluindo Ozotoceros bezoarticus, Mazama gouazoubira, M. americana e M.
nana, conforme descrito por Braga (2014). Na regido de Sengeés, regido norte dos Campos
Gerais, foi detectada a presenca de M. gouazoubira em dois fragmentos florestais proximos
(PEREIRA; BAZILIO; YOSHIOKA, 2018a). Ainda na regido norte, Pereira, Bazilio e
Yoshioka (2018b) registram a presenca de Mazama gouazoubira e M. americana em trés
fragmentos florestais analisados. Adicionalmente, dados de Pereira, Bazilio e Orsi (2018)
confirmam a presenca de M. gouazoubira, M. americana e M. nana na regido de abrangéncia
do Parque Nacional dos Campos Gerais. Recentemente, Bender, Pereira e Bazilio (2018)
observaram as mesmas espécies na regido da Reserva Bioldgica das Araucarias. Pereira e
Bazilio (2014), por sua vez, registraram a ocorréncia de M. americana e M. gouazoubira na
area de cobertura da Floresta Nacional de Irati que, embora ndo esteja dentro dos limites
estabelecidos para a regido dos Campos Gerais, configura uma area adjacente a esta, sendo
continua a Reserva Biologica das Araucarias, incluida nos limites dos Campos Gerais (MELO;
MORO; GUIMARAES, 2014; BENDER; PEREIRA; BAZILIO, 2018).

Por fim, outros trabalhos ainda exploram as populagdes de morcegos (ZANON; REIS,
2007; ZANON; REIS, 2014), insetos (LEIVAS; GROSSI; ALMEIDA, 2013; FACHIN;
SANTOS; AMORIM, 2020) e anelideos (DEMETRIO et al., 2018) na regido. Em relacéo a
populacéo de quirdpteros, registros historicos indicam que a regido dos Campos Gerais abriga
30 espécies de morcegos, com predominio da familia Phyllostomidae. Em particular, o

levantamento conduzido por Zanon e Reis (2007) em fragmentos florestais localizados no
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municipio de Ponta Grossa e Tibagi demonstra a circulacdo de 8 espécies de quirdpteros nas
regides avaliadas, com predominio de individuos das espécies Artibeus lituratus e Sturnira

lilium (Phyllostomidae).

1.1.4 Areas protegidas dos Campos Gerais

A preocupacdo humana, acompanhada pela necessidade de preservacdo dos
ecossistemas, se materializou nos processos legais de protecdo ambiental, que incluiram a
delimitacdo de areas protegidas do patriménio natural mundial. Neste sentido, concebidas sob
a forma de Unidades de Conservacdo, a instituicdo legal de tais areas surgiu com propésitos
diversos, incluindo a protecdo de paisagens consideradas de singular beleza cénica, bem como
de caracteristicas naturais relacionadas com a composicdo geoldgica, geomorfoldgica,
espeleoldgica, arqueoldgica, paleontoldgica, hidrica e edafica das areas protegidas. N&o
obstante, as Unidades de Conservacao se estabeleceram como importantes nichos de pesquisa
cientifica e educacdo ambiental (MENEGUZZO; ALBUQUERQUE, 2009; MOREIRA;
ROCHA, 2014).

Historicamente, as areas de protecdo no Estado do Parand e, por extensdo, na regido dos
Campos Gerais, foram estabelecidas por meio de politicas ambientais governamentais voltadas
ao controle do uso do solo e da agua, seguindo os mesmos padrdes nacionais legais. Neste
sentido, fatores de natureza econémica balizaram as politicas ambientais, objetivando-se a
regulacao das atividades poluidoras industriais e agricolas (MENEGUZZO; ALBUQUERQUE,
2009). Por fim, seguindo o0 modelo norte-americano de conservacdo da biodiversidade nacional,
as politicas basearam-se no estabelecimento de areas protegidas (MOREIRA; ROCHA, 2014),
definidas por Meneguzzo e Albuquerque (2009) nas seguintes palavras:

“Também ¢é féacil notar que essas unidades de conservacdo foram pensadas
fundamentalmente para proteger areas remanescentes de biomas de florestas ou areas
de patriménio natural para fins de ecoturismo, e apenas secundariamente para
protecdo das areas de ecossistemas de campo que formam o dominio predominante da
regido dos Campos Gerais.” (MENEGUZZO; ALBUQUERQUE, 2009, p. 55)

O Sistema Nacional de Unidades de Conservacao (SNUC), instituido pela Lei n° 9.985,
de 18 de julho de 2000 (BRASIL, 2000), classifica as UCs em dois grupos distintos: as de
Protecdo Integral e as de Uso Sustentavel. Sucintamente, o primeiro grupo define as areas de
protecdo cujo uso deve ser indireto e, portanto, baseado nos beneficios que a &rea pode trazer
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para a regido enquanto integralmente protegida. As categorias de manejo que compdem este
grupo sdo: Parque Nacional (PARNA), Reserva Bioldgica (REBIO), Estacdo Ecoldgica (EE),
Monumento Natural (MN) e Refugio da Vida Silvestre (RVS). O segundo grupo, por sua vez,
categoriza as areas de uso direto e que, sendo assim, podem ser utilizadas de forma direta para
exploracdo e aproveitamento econdmico, desde que tal processo ocorra de forma planejada e
legalizada. As seguintes categorias encontram-se inseridas neste grupo: Area de Protecdo
Ambiental (APA), Floresta Nacional (FLONA), Reserva Extrativista (RESEX), Area de
Relevante Interesse Ecoldgico (ARIE), Reserva de Fauna (RF), Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel (RDS) e as Reservas Particulares do Patrimonio Natural (RPPN). E indispensavel
que toda UC possua um plano de manejo, no qual devem constar todas as informac@es técnicas
relevantes para o estabelecimento e manutencéo da area (BRASIL, 2000; MOREIRA; ROCHA,
2014).

No contexto brasileiro, as areas protegidas perfazem um total de 8.516.037 km2 do
territorio nacional, distribuidas em todas as regides do pais (BRASIL, 2021). No estado do
Parana, por sua vez, as Unidades de Conservacdo cobrem atualmente uma éarea total de
11.857,96 km?, sendo 93,2% (11.051,6 km?) desta area destinada as UCs de Uso Sustentavel,
notavelmente as APAs da Escarpa Devoniana, Serra da Esperanca, Guaraquecaba e Guaratuba,
e a ARIE do Marumbi, e 6,8% para UCs de Protecdo Integral. Na regido dos Campos Gerais,
em particular, aproximadamente 28% da &rea encontra-se inserida em Unidades de
Conservacao, das quais somente 0,36% sdo de Protecdo Integral (VASCONCELLOS; ROCHA,
2011).

Neste cenario, a atual composicao das UCs inseridas na regido dos Campos Gerais, se
consideradas apenas aquelas estabelecidas pelo @mbito federal e estadual, é constituida por 9
UCs que, em conjunto, cobrem uma area de 4.343 km? do territério paranaense. Seis delas séo
classificadas como UCs de Protegdo Integral (Parques Estaduais de Vila Velha, Guarteld, do
Cerrado e do Monge, o Parque Nacional dos Campos Gerais e a Reserva Biologica das
Araucarias) que representam apenas 9,5% das areas protegidas da regido, e outras 3 sdo de Uso
Sustentavel (APA da Escarpa Devoniana, Floresta Estadual do Passa Dois e a FLONA de Pirai
do Sul) que correspondem a quase totalidade das areas protegidas. Curiosamente, apenas a APA
da Escarpa Devoniana, que engloba os Parques Estaduais de Vila Velha, do Cerrado, do Monge
e do Guarteld, representa mais de 90% da area total protegida nos Campos Gerais (IAP, 2004;
MOREIRA; ROCHA, 2014). Adicionalmente, Moreira e Rocha (2014) afirmam que a regido
dos Campos Gerais ainda apresenta 24 RPPNs legalmente estabelecidas. Entretanto,

considerando os municipios cobertos pela regido dos Campos Gerais, estabelecidos por Melo,
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Moro e Guimaraes (2014), bem como dados extraidos do Painel de Unidades de Conservacdo
Brasileiras (MMA, 2021), a regido dos Campos Gerais possui 7 RPPNs que cobrem um total
de 86,2 km2. A Tabela 1 resume as principais Unidades de Conservacdo atualmente inseridas
dentro da regido dos Campos Gerais, excetuando-se as RPPNs anteriormente citadas. A Figura

2, por sua vez, ilustra a distribuigéo de todas as Unidades de Conservagéo anteriormente citadas.

Tabela 1 - Unidades de Conservagdo inseridas na regido dos Campos Gerais do Parana (excetuando-se as RPPNs)

Grupo de manejo Categoria e Unidades de Area de Localizagéo
administracao Conservacgéao cobertura (ha)
Vila Velha 3.803 Ponta Grossa
Guartela 790 Tibagi
Parque Estadual Cerrado 420 Jaguariaiva

Protecdo Integral
Gruta do Monge 298 Lapa

Parque Nacional Campos Gerais 21.288 Ponta Grossa,

Castro e Carambei

Reserva Biolégica Araucérias 14.920 Teixeira Soares,
(Nacional) Imbituva e Ipiranga
Floresta Nacional Pirai do Sul 276 Pirai do Sul
Uso Sustentavel
Floresta Estadual Passa Dois 171 Lapa
Area de Protecdo | Escarpa Devoniana 392.336 Diversos
Ambiental

Fonte: Adaptado de MOREIRA, J. C., ROCHA, C. H. Unidades de conservagdo nos Campos Gerais. In: MELO,
S. M.; MORO, R. S.; GUIMARAES, G. B. (Orgs.). Patriménio Natural dos Campos Gerais do Parana. Ponta
Grossa: Editora UEPG, 2014. p. 201-212.
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Figura 2 - Representacdo geogréfica das Unidades de Conservacdo pertencentes a Regido dos Campos Gerais

(incluindo as RPPNs).
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1.1.5 Processo de ocupacéo e degradacdo dos Campos Gerais: impactos sobre a fauna local

remontam ao periodo inicial do Holoceno, com popula¢es amerindias que habitaram a regido

muito antes da chegada dos primeiros colonizadores europeus, conforme evidéncias oferecidas
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em extensa revisdo apresentada por Behling (1997). Outras evidéncias da presenca desses povos
na regido se baseiam na observacdo de pinturas rupestres e achados arqueoldgicos que se
espalham pelas regides escarpadas, cachoeiras, vales e canyons. Entretanto, o processo de
ocupacdo e degradacdo dos ambientes da regido dos Campos Gerais deve ser primordialmente
entendido sob a 6tica dos ciclos econdmicos do estado do Parand, desde o inicio do processo
de povoacao em massa da regido, em meados do século XVIII (ROCHA; NETO, 2014).

A partir do século XVI, o processo de ocupacdo comecou a se intensificar com as
primeiras expedicdes portuguesas e espanholas em busca de metais, escravos e rotas de
cruzamento no sentido leste-oeste do Novo Mundo. Neste quesito, destaca-se o Caminho do
Peabiru, uma rota utilizada pelos indigenas e, posteriormente, também pelos colonizadores
europeus para cruzar o continente, que cortava os Campos Gerais e conduzia seus caminhantes
até os paises do oeste da América do Sul. Neste contexto, ja a partir do inicio do século XVII,
o territério do estado do Parané era ocupado por assentamentos jesuiticos instalados desde a
margem leste do Rio Parané até o Rio Tibagi, os quais se mantiveram ali por pouco tempo em
funcdo de conflitos com espanhois e bandeirantes. Pouco tempo depois, a descoberta de ouro
no Primeiro Planalto do estado propulsionou a instalacdo de povoamentos e a aplicacdo de
técnicas de uso do solo para producdo agricola. Em seguida, a transferéncia das atencGes para
areas do territério mineiro e mato-grossense transformaram a dindmica social e econémica da
regido sul do pais, que passou a operar como uma area voltada a exploracdo econémica das
atividades ligadas ao comércio, transporte e criacdo de animais para abastecimento das regides
mineradoras, inaugurando o periodo do tropeirismo na regido e constituindo os fatores
primordiais de ocupac¢do dos Campos Gerais. A partir de entdo, a instalacdo de latifindios por
meio de sesmarias concedidas a figuras influentes determinou a intensificacdo do ciclo de
ocupacdo e degradacdo das terras dos Campos Gerais. De fato, a regido passou a representar
uma area de ligagdo entre os campos produtores da regido sul e as areas de explora¢do mineral
do pais. Dessa maneira, por ali passavam animais de cria¢do, viajantes, equipamentos e
colonizadores, gerando um contexto paisagistico marcado progressivamente pelas grandes
areas de pastagens, pelas queimadas, conflitos entre colonizadores e indigenas, bem como pelas
benfeitorias das fazendas e, marcadamente, o trabalho escravo representado pelo negro e
indigena. Assim, em meio as mudancas no padréo socioecondmico regional, as primeiras vilas
comecaram a surgir, dando origem as atuais cidades da regido (ROCHA; NETO, 2014).

TransformagBes no cenario econdmico e politico ocorreram na regido em periodos
posteriores, particularmente a partir do final da fase aurea da mineracdo, decorrendo em

mudangas nos objetos produtivos das fazendas e no comércio local, impelidos pelo
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desenvolvimento da cafeicultura no estado de S&o Paulo. J& no século XIX, a expansdo das
estradas de ferro na regido, aliada a intensificacdo do uso do solo e seu consequente
empobrecimento, determinaram um golpe a economia de invernada no estado. Neste sentido,
uma profunda mudanca na organizacao social do estado comecou a operar com a ascensdo dos
chamados “ervateiros” e, posteriormente, com a industria madeireira e os descendentes da onda
de imigrantes que chegava ao pais desde o século anterior, que determinaram uma intensa
exploracdo das regides de mata da regido (ROCHA; NETO, 2014).

Jano inicio do século XIX, outras regides do estado encontravam-se em pleno processo
de ocupacdo e uso da terra, com lavouras de grdos instalando-se na regido oeste do estado e as
lavouras de café impulsionando a expansdo da exploracdo da terra na regido norte do estado.
Paralelamente, a baixa fertilidade do solo determinou o prolongamento do ciclo agropecuario
extensivo na regido dos Campos Gerais, que permaneceu neste estado até meados de 1960.
Somente em anos posteriores, com transformagées no mercado internacional de soja e a
aplicacdo intensa de capital no desenvolvimento e aplicacéo de técnicas do uso do solo, a regido
sofreria uma mudanca paisagistica com 0s campos nativos e pastagens cedendo lugar as
extensas lavouras de plantio de soja, a entdo principal fonte de proteina para alimentacdo animal
no comércio global. Apenas em &reas com alto declive e solos mais rasos e arenosos, restritas
a regido da Escarpa Devoniana, alguns campos puderam ser preservados (ROCHA; NETO,
2014; BIANCONI; SILVA; ROQUE, 2020).

O resultado desse processo longo e intenso de uso dos recursos naturais da regido dos
Campos Gerais, guiado pela implantacéo de politicas de incentivo produtivo direcionadas pelo
mercado, pela competicdo e pelo lucro, produziu uma paisagem com intensa fragmentacdo e
profundamente devastada (ROCHA; NETO, 2014), relegando aos distintos ecossistemas da
regido dos Campos Gerais o titulo de mais ameacados do pais (PEREIRA; BAZILIO; ORSI,
2018). Atualmente, é possivel visualizar apenas pequenos fragmentos do que restou da Floresta
Ombroéfila Mista na regido (MENEGUZZO; ALBUQUERQUE, 2009; ROCHA; NETO, 2014).
Segundo Bianconi, Silva e Roque (2020), o que restou é representado pelos escassos
remanescentes de campos nativos restritos a algumas Unidades de Conservagdo de
administracdo publica ou particular. Entretanto, mesmo em &reas protegidas, 0 uso intensivo e
incorreto do solo se expande e corroi a estrutura ambiental nativa de diferentes regides dos
Campos Gerais. Um caso exemplar € o da APA Escarpa Devoniana, cuja area nativa sofreu
uma reducdo de 100 mil hectares nos ultimos 25 anos, segundo dados apresentados por Rosa,
Rocha e Ribeiro (2017). Complementarmente, de acordo com mapeamento citado por Pontes

et al. (2018), as areas nativas da APA se resumem a 20% de seu territério. Por tais motivos,
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Pereira, Bazilio e Orsi (2018) classificam os ecossistemas da regido dos Campos Gerais como
uma das areas mais ameacadas do pais.

Neste contexto de estabelecimento e expanséo das lavouras, pastagens e centros urbanos
ao longo de todo o territorio dos Campos Gerais, 0s impactos sobre a biodiversidade local foram
devastadores (BIANCONI; SILVA; ROQUE, 2020). Dessa maneira, no que diz respeito a fauna
local, sdo inimeros os fatores que a afetam. A drastica modificagdo dos habitats naturais, com
a descaracterizacao das regides de campo e a implantacdo de monoculturas de espécies exdticas
silvicolas, geraram um processo de fragmentacdo intensa das areas nativas preservadas,
restringindo os territorios de circulacdo das espécies locais e gerando processos danosos
relacionados a endogamia e reducdo populacional (UEJIMA; BORNSCHEIN, 2014). N&o
menos relevante é a pressdo da caca ilegal, que representa um importante fator impactante para
espécies de grande porte e aquelas com reduzido potencial reprodutivo. No mesmo sentido, é
possivel citar o trafico ilegal de animais e derivados, bem como a introducdo de espécies
exoticas e domésticas (BRAGA, 2014). Como exemplo desse processo de reducdo de
biodiversidade local, um recente estudo apresentado por Pereira et al. (2021) revela uma
agudizacao do processo de defaunacdo na regido da APA Escarpa Devoniana, localizada na
regido dos Campos Gerais (MORO; MELO; GUIMARAES, 2014), utilizando dados
comparativos que remontam & Era Pré-Colombiana, cerca de 500 anos atras. Ainda segundo
dados do estudo, os principais fatores ligados com este processo sdo a silvicultura e a
agricultura, j& que maiores taxas de defaunacdo foram observadas em locais altamente
modificados por forcas antrépicas.

Com relacdo a mastofauna do Parand, Bender, Pereira e Bazilio (2018) apontam que,
das 180 espécies registradas, cerca de 31% encontram-se sob ameaca de extin¢do no estado. O
Decreto Estadual n® 7.264, de 01 de junho de 2010 (PARANA, 2010) estabelece e atualiza a
lista de espécies de mamiferos ameacados no estado, reportando um total de 182 espécies, das
quais 8 encontram-se classificadas como Criticamente em Perigo, 7 Em Perigo e 28 como
Vulneraveis. Particularmente, no que diz respeito a fauna de cervideos, o decreto inclui 6
espécies, sendo elas: M. nana, M. bororo, M. americana, M. gouazoubira, O. bezoarticus e
Blastocerus dichotomus. Destas, as trés primeiras encontram-se Vulneraveis, enquanto O.
bezoarticus e Blastocerus dichotomus se classificam como Criticamente em Perigo e M.
gouazoubira como em Menor Risco. Braga (2014) destaca que populagdes numerosas de
veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) ocupavam a regido do Segundo Planalto do estado
do Parana, restringindo-se atualmente a escassos e pequenos fragmentos de mata nativa

suficientes para o sustento da espécie. Gonzélez e Duarte (2020) destacam que as principais
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ameacas a populacdes de cervideos na regido da America Latina sdo representadas pela perda
de habitats, transmissao de doencas por animais exdéticos e domésticos, bem como a caga. De
fato, € comum a observacdo de espécies exdticas e domésticas em levantamentos de fauna
realizados em diferentes areas da regido dos Campos Gerais, tais como Lepus europaeus, Sus
scrofa e Canis lupus familiaris (PEREIRA; BAZILIO; ORSI, 2018; BENDER; PEREIRA,;
BAZILIO, 2018; PEREIRA; BAZILIO; YOSHIOKA, 2018a; PEREIRA; BAZILIO;
YOSHIOKA, 2018b).

O contexto das demais espécies pode ser entendido a partir de informacdes obtidas em
levantamentos mastofaunisticos realizados em diferentes areas da regido dos Campos Gerais.
Em levantamento conduzido nos limites do Parque Nacional dos Campos Gerais, Pereira,
Bazilio e Orsi (2018) indicam que, das 31 espécies identificadas, 11 encontram-se classificadas
como ameacadas em nivel estadual, 8 em nivel nacional e 6 em nivel internacional. Na regido
norte dos Campos Gerais, Pereira, Bazilio e Yoshioka (2018a) indicam que oito das 24 espécies
registradas em fragmentos de mata na regido do municipio de Sengés encontram-se ameagadas
no estado, incluindo Myrmecophaga tridactyla, Alouatta guariba clamitans, Leopardus
pardalis, Leopardus guttulus, Leopardus wiedii, Puma concolor, Sylvilagus brasiliensis e
Cuniculus paca. Em regido proxima ao municipio de Sengés, em fragmentos florestais
localizados nos municipios de Arapoti, Pirai do Sul e Jaguariaiva, 0s mesmos autores
observaram a presenca de 30 espécies de mamiferos de médio e pequeno porte, sendo metade
delas classificadas dentro de alguma categoria de ameaca (PEREIRA; BAZILIO; YOSHIOKA,
2018b). Neste mesmo contexto, outras espécies nativas, como o P. tajacu, sdo afetadas pela
introducdo de espécies exdticas, especialmente o javali (S. scrofa), bem como pela caca ilegal
(BENDER; PEREIRA; BAZILIO, 2018). Chrysocyon brachyurus, por sua vez, embora
presente na regido dos Campos Gerais, € uma espécie classificada como Vulneravel a nivel
estadual e nacional, sendo uma espécie de dificil visualizagdo (PEREIRA; BAZILIO; ORSI,
2018). Pereira et al. (2021) indicam que os processos de defaunacéo tem afetado especialmente
as populacdes de vertebrados de grande porte com baixo potencial reprodutivo e fases de vida
prolongadas nas regides de Mata Atlantica, representando um sério risco a manutencdo do
bioma como um todo.

Por fim, no que diz respeito a quiropterofauna regional, Zanon e Reis (2014) destacam
que 13 espécies encontram-se sob-risco de extin¢cdo no estado, incluindo Diaemus youngi,
Chiroderma dorie, Chrotopterus auritus, Diphylla caudata, Eumops hansae, Mimon bennettii,
Tonatia bidens, Chiroderma villosum, Micronycteris sylvestris, Myotis ruber, Roghessa

tumida, Sturnira tildae e Uroderma bilobatum. Destas, 6 ja foram registradas na regido dos
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Campos Gerais, considerando os dados apresentados pelos autores. Complementarmente, uma
comparacdo entre a quiropterofauna presente na regido dos Campos Gerais (ZANON; REIS,
2014) e a lista de espécies ameacadas de extingdo no estado do Parana (PARANA, 2010)
permite inferir que 28 das 30 espécies de morcegos registradas na regido encontram-se inseridas
em tal lista, representando cerca de 93,3% das espécies de quirdpteros que circulam pela regido.
Neste sentido, considerando o0s importantes papéis ecoldgicos desempenhados pela
quiropterofauna dos Campos Gerais, destaca-se a relevancia do estudo e conservacao das
espeécies existentes (ZANON; REIS, 2014).

No que tange a avifauna regional, o Decreto Estadual n°. 11.797, de 22 de novembro de
2018 (PARANA, 2018) atualiza a lista de espécies pertencentes a avifauna do Parana que
encontram-se sob risco de extingdo no estado. Ao total, sdo 209 espécies inseridas na lista.
Destas, 118 (56,5%) encontram-se classificadas em algum grau de ameaca (Criticamente em
Perigo, Em Risco de Extin¢do ou Vulneravel), 35 (16,7%) estdo com o status de Espécies
Quase-ameacadas e 56 (26,8%) com status desconhecido. Segundo Do Vale et al. (2021), cerca
de 58% das espécies de aves do estado podem ser observadas nos Campos Gerais do Parana.
Destas, 15 espécies da regido encontram-se sob risco de extin¢do, a saber: Pato-mergulhdo
(Mergus octosetaceus), Jacutinga (Aburria jacutinga), Soc6-boi-escuro (Tigrisoma fasciatum),
Uiracu (Morphnus guianensis), Gavido-real (Harpia harpyja), Paparu-espelho (Claravis
geoffroyi), Papagaio-do-peito-roxo (Amazona vinacea), Macuquinho-da-varzea (Scytalopus
iraiensis), Alectrurus tricolor, Galito (Xolmis dominicanus), Saira-supucaia (Tangara
peruviana), Patativa-tropeira  (Sporophila beltoni), Caboclinho-da-barriga-vermelha
(Sporophila hypoxantha), Caboclinho-da-barriga-preta (Sporophila melanogaster) e Tico-tico-
da-mascara-negra (Coryphaspiza melanotis). Segundo Uejima e Bornschein (2014), trés
espécies da avifauna local foram consideradas regionalmente extintas: o inhambu-carapé ou
codorninha (Taoniscus nanus), a ema (Rhea americana) e a arara-vermelha-grande (Ara
chloroptera). Destaca-se o registro fotografico de Tinamus solitarius (macuco) realizado por
Pereira et al. (2014) no Parque Nacional dos Campos Gerais, localizado no municipio de Ponta
Grossa. A espécie enfrenta sérias pressdes antropicas relacionadas a perda e fragmentagéo de
habitats e caca ilegal, encontrando-se em perigo de extingdo em nivel estadual (PARANA,
2010; PEREIRA et al., 2014). Por fim, Uejima e Bornschein (2014) destacam que muitas
especies da fauna dos Campos Gerais do Parana encontram-se sob sério risco de extin¢do a
nivel regional, embora ainda ndo estejam incluidas na lista estadual de espécies da avifauna

ameacada de extingéo.
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Neste panorama, o futuro da regido dos Campos Gerais apresenta grandes desafios no
que concerne a conservagdo das paisagens e da biodiversidade local. A perda de habitat,
fragmentacdo espacial e superexploracdo dos solos sdo eventos vividos globalmente e que se
reproduzem na regido, representando uma barreira aos fluxos génicos e gerando processos de
intercruzamento de individuos da mesma espécie que, por sua vez, culminam com o surgimento
de individuos consanguineos suscetiveis a inumeros problemas, contribuindo
significativamente para o progressivo declinio da biodiversidade em todos os niveis (UEJIMA;
BORNSCHEIN, 2014; PEREIRA et al., 2021).

1.2 CRIMES AMBIENTAIS E O DIREITO BRASILEIRO

As ameagas ao meio ambiente derivadas das crescentes intervengGes humanas
caracterizadas pela fragmentacéo de habitats, invasdes bioldgicas, caca ilegal e abusiva, trafico
e contrabando de animais, entre outras, prejudicam as atividades de conservagdo e manutencéo
da biodiversidade brasileira (OGDEN; LINACRE, 2015). Desde a implantagéo da lei n°® 5197
de 3 de janeiro de 1967, a fauna de espécies silvestres no Brasil recebe atencdo especial no que
diz respeito a sua protecdo. De acordo com essa lei, é proibida a caca, captura, comercializacédo
e posse de particulares de espécies silvestres sem a devida autorizacdo, sendo que todos 0s
animais da fauna silvestre nacional e seus produtos séo considerados de propriedade do Estado.

A Constituicdo Federal Brasileira de 1988 (BRASIL, 1988) qualifica 0 meio ambiente
como bem de uso comum do povo e essencial a boa qualidade de vida (SANTOS, 2010). O
mesmo texto reservou a tematica algumas formas de reparacao ao dano ambiental, constituindo
trés tipos de responsabilidade: civil, penal e administrativa, sendo cada uma delas independente
e autbnoma com relacdo as demais. Ainda, o artigo 225, § 1°, da Constituicdo Federal de 1988,
tutela a fauna proibindo qualquer ato que cologue em risco seu papel ecol6gico, provoque a
extingdo de espécies ou pratique crueldade aos animais. De maneira complementar a este artigo,
foi decretada a Lei n° 9.605, de fevereiro de 1998, conhecida como Lei dos Crimes Ambientais,
que estabelece san¢bes penais e administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao
meio ambiente. Assim, em 1998, com a publicacdo desta Lei, a legislacdo ambiental brasileira
passou a contar com mais um instrumento para a preservacdo ambiental através da
responsabilizacdo e aplicacdo de sancdes, penais ou administrativas, aos responsaveis pelos

recém-implementados crimes ambientais (MATTEI, 2006).



29

A Lei dos Crimes Ambientais, na Secao primeira, “Crimes Contra a Fauna”, em seu

artigo 29 esclarece que

“...matar, perseguir, cagar, apanhar, utilizar espécimes da fauna silvestre, nativos ou
em rota migratoria, sem a devida permissdo, licenca ou autorizagdo da autoridade
competente, ou em desacordo com a obtida é considerado crime e tem como pena
detencdo de seis meses a um ano, além de multa.”

No artigo 32, na mesma Secdo, € estabelecido que “praticar ato de abuso, maus tratos,
ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos ou domesticados, nativos ou exaticos, tendo
como pena detencdo de trés meses a um ano e multa”.

No que tange ao trafico e contrabando, considerando os artigos 29, 30 e 31 da mesma
Lei, bem como o artigo 334 do Cddigo Penal, entende-se por trafico a frequente entrada e saida
de algo, a partir do comércio ilegal de mercadorias, pessoas e animais. Em contrapartida, o
contrabando refere-se a entrada de mercadorias proibidas pelas leis de determinado pais (REIS
et al., 2016). Segundo relatorio da Rede Nacional de Combate ao Trafico de Animais Silvestres
(RENCTAS) (2001), as principais vias de trafico de animais silvestres no pais compreendem
um fluxo com origem nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, com destino localizado nas
regides Sudeste, Sul e Nordeste, sendo utilizados meios terrestres e fluviais para execucéo da
pratica. Neste contexto, sdo destacadas as caracteristicas do trafico de animais silvestres no
Brasil, as quais possuem relacdo com as especies traficadas e ao destino dado a elas.
Genericamente, o comércio ilegal é classificado em quatro modalidades: (1) Animais para
colecionadores particulares e zooldgicos; (2) Animais para fins cientificos (Biopirataria); (3)
Animais para pet shop; (4) Produtos de Fauna. Em estudo onde foi realizado levantamento de
dados quantitativos relacionados a caca ilegal e comercializacdo de carnes de animais silvestres,
observou-se uma evidente importancia de espécies de mamiferos no que diz respeito a
distribuicdo percentual de animais envolvidos neste processo, atingindo cerca de 64% do total
de espécies identificadas (CHAGAS et al., 2015).

Graves consequéncias sdo geradas a partir da exploracdo desgovernada de espécies
nativas resultando na extincdo das mesmas do seu meio natural e, dessa maneira,
desequilibrando o meio ambiente e ameacgando a conservacgéo da natureza (ALACS et al., 2010;
MUNRO; MUNRO, 2013). Com o crescente numero de espécies listadas em extin¢do, a
demanda do tréafico acaba sendo ainda maior, visto que a procura por espécies raras e com alto

valor agregado sdo mais comuns (IYENGAR, 2014).
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Visto que a pratica de degradacdo ambiental é crime, com base na Lei n° 9.605/98 (Lei
dos Crimes Ambientais), os 6rgaos de fiscalizacdo, tais como o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e o Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo), foram criados a fim de realizarem a implementacéo
de normativas técnicas e juridicas, bem como executar operacoes de fiscalizacdo (GALETTI et
al. 2017). A Portaria IBAMA n° 93, de 7 de julho de 1998, que trata da importacao e exportacéo
de produtos, subprodutos e espécimes vivos da fauna nativa e exdtica, constitui um exemplo
dos mecanismos de atuacao de tais 6rgdos no contexto do trafico de animais.

Dentro do aspecto juridico, as investigaces cientificas colaboram com a autuacdo
dentro das investigagdes criminais no que tange aos proprios crimes ambientais. A prova no
direito é considerada “meio retorico, regulado pela legislacéo, destinado a convencer o Estado
da validade de proposic¢Ges controversas no processo, dentro de parametros fixados pelo direito
e de critérios racionais” (MARINONI; MITIDIERO, 2011). Assim, dentro do processo
administrativo ambiental, a producdo da prova € de suma importancia para a pretensdo de
punicdo e da tentativa pedagogica do Estado para com o agente infrator, visto que, sem ela, o

crime ambiental cometido restara impune.

1.3 CACA ILEGAL E TRAFICO DE ANIMAIS SILVESTRES

Inimeros relatos destacam que o volume de extracdo ilegal de animais silvestres de seus
ambientes naturais constitui um processo insustentavel e, invariavelmente, capaz de levar a
extincdo de diversas populagdes locais, representando um dos maiores desafios para a
conservacao de vertebrados de grande porte (GALETTI et al., 2009). No Brasil, a caca ilegal é
um dos crimes ambientais mais frequentes, seguida pelo comércio ilegal que também ameaca a
fauna silvestre do territorio brasileiro. No entanto, apesar dos esforgos de conservacdo, criacdo
e soltura de animais silvestres que ja séo feitos pelo IBAMA por meio de legislacao especifica,
0 pais e responsavel por 10-15% do valor mundial referente ao trafico ilegal envolvendo
espécies silvestres (SANCHES et al., 2012; GONCALVES, 2018).

Neste contexto, de acordo com Charity e Ferreira (2020), estimativas acerca do volume
de animais silvestres traficados no pais sdo dificultosas em funcdo da natureza ilegal da
atividade, bem como pelo alto grau de disperséo dos dados de apreensdes realizadas pelos
orgaos de fiscalizacdo federais e estaduais. Ainda, as autoras salientam que o comércio ilegal

da fauna permanece crescente no pais devido essencialmente a fatores organizacionais,
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financeiros e juridicos relacionados aos servigos de fiscalizacdo e penalizacdo de infratores.
Atualmente, a demanda por espécimes vivos ou por produtos derivados da fauna silvestre de
origem legal ou ilegal provenientes do ambiente silvestre ou de criadouros, caracteriza-se por
uma ampla gama de setores, incluindo zoologicos e aquarios, mercado pet, industria de beleza,
produtos ornamentais, setor de alimentacdo, medicina tradicional, religides tradicionais e
indUstria madeireira (SINOVAS et al., 2017).

Dados do IBAMA indicam que mais de 72.000 animais da fauna silvestre foram
recebidos por diferentes Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) administrados
pelo 6rgdo no territorio nacional no ano de 2018 (CHARITY; FERREIRA, 2020). Em
levantamento de dados, realizado por Destro et al. (2012), voltado a apreensdes de animais
vivos revelou que o ano de 2008 registrou um total de 60.000 animais da fauna silvestre
recebidos nos CETAS, a maioria proveniente de apreensdes realizadas por forcas policiais. O
estudo ainda destaca que um percentual de 81% dos animais recebidos pelos CETAS entre os
anos de 2002 e 2009 foi representado por passaros, predominantemente passeriformes. Neste
quesito, em estudo realizado por Alves, Lima e Araujo (2013), foi possivel verificar que, pelo
menos, 295 espécies de passaros foram ilegalmente comercializadas no mercado pet. Ainda, 0s
autores estimam que cerca de 400 espécies sdo atualmente impactadas pelo comércio ilegal,
correspondendo a cerca de 20% da avifauna nacional.

Por fim, verifica-se que a maioria das apreensdes séo realizadas dos consumidores finais
gue mantém a criacdo ilegal de animais da fauna silvestre. Adicionalmente, é relevante destacar
que o atual nimero de animais apreendidos é provavelmente maior, uma vez que muitos sao
devolvidos ao ambiente natural antes de serem encaminhados aos CETAS. Além disso, as
estimativas ndo consideram os produtos derivados da fauna silvestre, tais como carne e pele,
bem como espécimes mortos. Assim, alguns autores estimam que as apreensdes realizadas pelos
orgaos oficiais correspondem a apenas 0.45% de todos 0s animais que sao inseridos no mercado
ilegal (CHARITY; FERREIRA, 2020).

1.4 GENETICA FORENSE APLICADA A RESOLUCAO DE CRIMES AMBIENTAIS

A crescente preocupacdo com a prote¢do da fauna e combate ao trafico ilegal de animais
silvestres se desenvolve paralelamente ao surgimento de novas tecnologias acessérias para
resolucdo de investigacGes criminais relacionadas ao comeércio de animais silvestres
(LINACRE; TOBE, 2011; GARRIDO; RODRIGUES, 2017). No que concerne a processos
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legais contra crimes ambientais, segundo a legislacdo brasileira, a identificacdo do animal
acometido em nivel de espécie é necessaria (BRASIL, 1998). Entretanto, este € um processo no
qual pode ndo ser vidvel a classificacdo apenas por meio da observacdo de caracteristicas
externas do individuo, especialmente em ocasides envolvendo a apreensdo de carnes, peles,
ovos e outros materiais bioldgicos (CARVALHO, 2013). Neste contexto, mecanismos
moleculares de identificacdo genética de espécies contribuem de maneira significativa na
investigacdo do comercio ilegal de espécies selvagens protegidas ou ameacadas de extingao,
exercendo papel importante nos processos legais. No Brasil, tais processos colaboram de
maneira significativa na resolu¢do de crimes ambientais (LINACRE; TOBE, 2011; DO
CARMO et al., 2017; GARRIDO; RODRIGUES, 2017).

Dentre tais ferramentas, os métodos de avaliacdo genética de organismos ou produtos
derivados destacam-se como 0s principais meios para diferenciacao entre espécies (LINACRE;
TOBE, 2011; CARVALHO, 2013; DO CARMO et al., 2017). Os métodos de anélise de DNA
aplicados na investigacdo de crimes ambientais possuem bases tedrico-praticas daqueles
empregados para identificacdo de seres humanos. Entretanto, considerando a identificacao de
animais, os métodos possuem como finalidade realizar estudos de classificacdo taxonémica e
filogenética (ARDURA et al., 2010; LINACRE; TOBE, 2011; MITRA; ROY; HAQUE, 2018).
A identificacdo de espécies por meio da ciéncia forense abrange a analise de loci génicos
derivados de estudos taxondmicos e filogenéticos e que sdo fundamentalmente encontrados no
genoma mitocondrial (MtDNA). Tal avaliacdo permite padronizacao nos testes de especiacao e
comparacao entre diferentes laboratérios (THOMSON; WANG; JOHNSON, 2010; LINACRE;
TOBE, 2011; DO CARMO, 2017). Por razGes variadas, loci mitocondriais sdo as regides
génicas avaliadas por métodos moleculares para identificacdo de espécies. A explicacdo mais
plausivel para isso se baseia no fato de que o material genético mitocondrial sofre baixas
variagdes ao longo do processo de transferéncia de material genético entre os individuos, sendo
traduzido em uma baixa taxa de recombinagédo durante os processos celulares de formacao de
gametas, fazendo com que todo descendente da linhagem de animais portadores de mtDNA
especifico herde da mde a mesma sequéncia nucleotidica mitocondrial (MITRA; ROY;
HAQUE, 2018).

A avaliacédo dos niveis de variacdo de determinadas regides do mtDNA entre individuos
permite a mensuracao do grau de divergéncia ou convergéncia filogenética existente entre eles.
A variacao de tais sequéncias génicas entre membros de uma mesma espécie exibe pequena

amplitude, permitindo correlacdo filogenética importante entre individuos de dada populagdo
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natural. Por outro lado, quando considerados organismos filogeneticamente distantes, tais
sequéncias demonstram variagdes consideraveis a ponto de permitirem uma distincdo de
espécie entre os mesmos. O locus génico do citocromo b (Cit b), encontrado no mtDNA
humano, é o principal locus usado em estudos forenses de identificacdo taxonémica (HSIEH et
al., 2003, 2006; TOBE; LINACRE, 2008; LINACRE; TOBE, 2011; SANCHES, 2012; DO
CARMO, 2017). Além desse, apds sua inclusdo em bancos genéticos, o citocromo c oxidase |
(COl) passou a ser amplamente utilizado. Trata-se de um locus também encontrado no genoma
humano e que, apesar de ter sido primariamente aplicado para identificacdo de espécies de
insetos, logo passou a ser empregado na identificacdo de diversas outras espécies animais
(LINACRE; TOBE, 2011).

Embora sejam utilizados loci de diferentes naturezas, a analise de amostras de material
genético é realizada por amplificacdo de regides especificas do DNA, destacando-se as regides
do gene COI e Cit b, empregando-se a técnica de Polimerase Chain Reaction (PCR). Em
seguida, é realizado o sequenciamento da amostra e, finalmente, a comparagdo desta com
bancos de dados genéticos disponiveis no meio eletrénico (ARDURA et al., 2010; LINACRE;
TOBE, 2011).

Neste cendrio, a importancia dos procedimentos de identificacdo de espécies apoia-se
no fato de que muitas espécies encontram-se listadas e protegidas internacional e nacionalmente
(LINACRE; TOBE, 2011). Assim, a investigacdo forense tem colaborado de maneira extensiva
na resolucédo de crimes ambientais e, em Ultima andlise, na protecédo a fauna silvestre (ARDURA
etal., 2010; CHAGAS et al., 2015; DO CARMO et al., 2017; SANCHES et al., 2012). Ardura
et al. (2010) desenvolveram marcadores genéticos para identificacdo de determinadas espécies
de peixes pertencentes ao rio Amazonas utilizando técnicas de extracdo de DNA e amplificacdo
de regides especificas do mtDNA, incluindo o gene COI, utilizando material proveniente de
mercados locais. Ainda neste mesmo estudo, os pesquisadores construiram uma arvore
filogenética baseada nas sequéncias de genes inseridos no mtDNA das diferentes espécies,
contribuindo para conservacao e manejo das populacdes de peixes da regido.

Do Carmo et al. (2017), utilizando amostras provenientes de animais de zooldgico e
amostras apreendidas, elaboraram estudo objetivando o estabelecimento de regides do DNA
(Cit b ou COI) representativas das diferentes espécies e, secundariamente, a avaliacdo da
efetividade dos metodos empregados para andlise genética em amostras degradadas,
contribuindo com a inser¢do do material genético gerado em banco de dados online e, ainda,

com a padronizagdo de método para sua extragdo. Outros estudos com objetivos estabelecidos
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na padronizacdo de métodos e regides especificas do mtDNA para caracterizacdo de espécie
podem ser encontrados na literatura (HSIEH et al., 2003, 2006).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

Considerando o contexto juridico associado ao combate das crescentes intervencgdes
humanas nas populagdes naturais, essencialmente no que diz respeito a caca e a0 comércio
ilegal de espécies silvestres protegidas ou ameacadas de extingdo, mecanismos moleculares de
identificacdo genética de fauna podem contribuir de maneira significativa na investigacao de
crimes ambientais ligados a tais praticas, exercendo papel crucial nos processos legais mediante
a producdo de provas.

Neste sentido, a execucao do presente trabalho justifica-se pela tangente necessidade de
medidas protetivas em relacdo a fauna da regido dos Campos Gerais, historicamente afetada
por pressdes antropicas de naturezas distintas, incluindo a caca e comércio ilegal de individuos
ou seus produtos, que vém contribuindo para a progressiva defaunacdo da regido. Neste aspecto,
destaca-se a natureza deste trabalho no que tange a producédo de evidéncias que suplantem os
processos legais de combate as praticas ambientais criminosas, contribuindo para resolucédo de

crimes ambientais no ambito juridico.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

A presente proposta tem como principal objetivo suportar acdes conservacionistas de
animais silvestres da regido dos Campos Gerais pelo uso de ferramentas da genética molecular

aplicada & investigagéo forense.

2.2.2 Objetivos especificos

- Executar a caracterizacdo genética de amostra mediante o sequenciamento de loci

génicos especificos, destacando-se as regides do gene COI.
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Produzir subsidios para solicitacdo da implantacdo de técnicas de biologia molecular e
biotecnologia para identificagdo de crimes ambientais relacionados a fauna.

Realizar o levantamento de normativas juridicas do estado do Parana relativas a
utilizacdo de ferramentas de genética forense, com énfase aos marcadores moleculares
gene COlI, para identificacdo forense de animais silvestres, com foco em vertebrados

terrestres.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DA AMOSTRA DE FAUNA SILVESTRE

Duas amostras de tecido muscular foram selecionadas as cegas junto ao Centro de
Triagem e Atendimento a Animais Silvestres dos Campos Gerais (Instituto Klimonte
Ambiental) CETAS Ponta Grossa. Em seguida, ambas foram preservadas sob refrigeracéo (-
20°C) em alcool etilico 70%, sendo estes materiais intitulados como amostras 1 e 2,
respectivamente. A informacéao disponibilizada pelo CETAS foi de que estes eram materiais
oriundos de espécies do FILO Chordata, CLASSE Mammalia, e foram apreendidas mediante

denlncia.

3.2 PROCESSAMENTO E ANALISES MOLECULARES

O DNA total da amostra 1 foi obtido por meio do protocolo de fenol-cloroférmio
adaptado (SAMBROOK; RUSSEL, 2006). O fragmento do gene mitocondrial COI (Cox-1) foi
amplificado utilizando 0s iniciadores LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’) e HCO2198 (5’-TAAA-
CTTCAGGTGACCAAAAAATCA-3’) (FOLMER et al., 1994). A Reacdo da Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizada com um volume final (50uL) contendo primer (100 ng/ul),
MgClz (2 mM), dNTP (1,25 mM), tampdo de amplificacdo (1 X), 1 U/uL Platinum™ Taq DNA
Polymerase (Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific), 30-40 ng de DNA total e 4gua ultrapura
até completar o volume final (adaptado de DO CARMO et al., 2017). A PCR seguiu 0
programa: 1 ciclo de desnaturacdo inicial por 4 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 1 ciclo de anelamento a 53°C por 30 segundos, seguido da etapa de extensdo a
72°C por 30 segundos e, finalmente, com mais uma etapa de extensédo final dos fragmentos a
72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP-IT PCR Product
(ThermoFisher Scientific), segundo instrucdes do fabricante; visualizados em um gel de agarose
a 1% e posteriormente sequenciado SANGER em ambas as dire¢des na ACTGene Anélises

Moleculares (www.actgene.com.br/). O sequenciamento da amostra 2 mostrou-se inviavel

devido a baixa qualidade do material genético.
Apbs o sequenciamento, cada eletroferograma foi verificado manualmente. O consenso

da sequéncia foi corrigido usando o programa Mega 10.2.2 (KUMAR et al., 2018) e alinhadas


https://www.actgene.com.br/
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no algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004). A confirmacdo da identidade do consenso da
sequéncia obtida foi realizada pelos programas BLAST (ALTSHUL, et al., 1997;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e BOLD Identification

(http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine). Essas sequéncias de referéncia

(exceto no NCBI) sao consideradas “Padrdes de codigo de barras”, ou seja, seu status
taxondmico tinha sido previamente confirmado por analises morfoldgicas e ecoldgicas de

especialistas.

3.3 INVENTARIO DE NORMATIVAS JURIDICAS

Normativas juridicas relativas ao estado do Parana foram levantadas utilizando-se o
Sistema Estadual de Legislacédo do Estado do Parana
(https://www.legislacao.pr.gov.br/legislacao/entradaSite.do?action=iniciarProcesso), onde

termos como “Genética Forense”, “Pericia Ambiental”, “Protecdo Ambiental”, “Crimes
ambientais”, “Trafico ilegal de animais”, “Comeércio ilegal de animais” “Ciéncia forense” e

“Protecao a fauna” foram inseridos a fim de realizar a filtragem de documentos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenIdEngine
https://www.legislacao.pr.gov.br/legislacao/entradaSite.do?action=iniciarProcesso
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados apresentam-se em formato de artigo cientifico.

4.1 GENETICA FORENSE: UMA FERRAMENTA PARA A CONSERVACAO DA
FAUNA DOS CAMPOS GERAIS DO PARANA

RESUMO

As ameagas ao meio ambiente derivadas das crescentes intervengdes humanas, caracterizadas
pela fragmentacdo de habitats, invas@es bioldgicas, caca ilegal e abusiva, trafico e contrabando
de animais, entre outras, prejudicam as atividades de conservacdo e manutencdo da
biodiversidade brasileira. Neste cendrio, a crescente preocupacdo com a protecdo da fauna e
combate ao tréfico ilegal de animais silvestres se desenvolve paralelamente ao surgimento de
novas tecnologias acessdrias para resolucdo de investigacBes criminais relacionadas ao
comércio de animais silvestres. Dentre tais ferramentas, os métodos de avaliacdo genética de
organismos ou produtos derivados destacam-se como 0s principais meios para diferenciacdo
entre espécies, delineando o campo da genética forense aplicada a crimes contra a fauna. Neste
sentido, o objetivo do presente trabalho € verificar a acuracia da identificacdo molecular de
espécies de vertebrados terrestres com base no sequenciamento do gene COIl (Cox-1), bem
como realizar levantamento do arcabouco legal do estado do Parand no que concerne a
legislacdo voltada a utilizacdo de técnicas de genética forense em investigacGes de crimes contra
a fauna. Para tanto, duas amostras de tecido muscular foram coletadas as cegas junto ao CETAS
Ponta Grossa e submetidas ao método de extracdo de DNA mediante protocolo de fenol-
cloroférmio adaptado, seguida de amplifica¢do do gene COI (Cox-1) via PCR, sequenciamento
e identificacdo. A confirmacédo da identidade do consenso das sequéncias obtidas foi realizada
pela comparacdo com sequéncias de bancos de dados disponiveis (BOLD System e NCBI).
Normativas juridicas relativas ao estado do Parana foram levantadas utilizando-se o Sistema
Estadual de Legislacdo do Estado do Parana. Para ambas as amostras, a identificacdo molecular
confirmou com 100% de certeza que o tecido muscular analisado era do FILO Chordata,
CLASSE Mammalia, ORDEM Artiodactyla, FAMILIA Cervidae, GENERO Mazama
ESPECIE Mazama gouazoubira. Por sua vez, o levantamento do arcabouco legal do estado
sugere a existéncia de inseguranca juridica no ambito dos servicos de genética forense
aplicaveis aos crimes ambientais cometidos contra a fauna.

Palavras-chave. Campos Gerais. Crimes Ambientais. Legislacdo Ambiental. Genética
Forense. DNA Mitocondrial.



40

ABSTRACT

The environmental threats derived from the human interventions on ecossystems, such as
habitat loss and fragmentation, biological invasions, illegal and abusive hunting, and animal
trafficking and smuggling, impairs conservation efforts directed to brazilian biodiversity. In this
context, concerns about fauna protection and illegal trafficking control come together with the
emergence of new acessory technologies applied on criminal investigations related to wildlife
trade. The methods of genetic evaluation of organisms or animal-derived products stands out
as a relevant tool species differentiation, contributing for the establishment of forensic genetic
applied to crimes against wildlife. The goal of the present study was to verify the accuracy of
molecular identification of terrestrial vertebrate species based on COI gene (Cox-1) sequencing,
as well as to realize a survey of the legal framework of the Parana state turned to the use of
forensic genetic techniques on investigations of environmental crimes against the fauna. For
this purpose, two samples of muscular tissue were blinded obtained from the CETAS Ponta
Grossa and submitted to AND extraction according to the adapted phenol-chloroform method,
followed by Cox-1 gene amplification using PCR, sequencing, and identification. The
confirmation of the consensus identity from the sequences obtained was held by the
comparision with sequences from open data banks (BOLD System and NCBI). Legal
regulations of Parana state were assessed using the Sistema Estadual de Legislacdo do Estado
do Parana. For the two samples, the molecular identification confirmed (99,99%) that the
muscular tissue belong to the PHYLUM Chordata, CLASS Mammalia, ORDER Artiodactyla,
FAMILY Cervidae, GENUS Mazama SPECIE Mazama gouazoubira. In turn, the survey of the
state legal framework suggests the existence of a legal uncertainty in respect to the forensic
genetic services application on crimes against fauna.

Keywords. Campos Gerais. Environmental Crimes. Environmental Law. Forensic Genetic.
Mitochondrial AND.

4.1.1 Introducéo

A crescente preocupacdo com a protecdo da fauna e combate ao trafico ilegal de animais
silvestres se desenvolve paralelamente ao surgimento de novas tecnologias acessérias para
resolucdo de investigacGes criminais relacionadas ao comércio de animais silvestres
(LINACRE; TOBE, 2011; GARRIDO; RODRIGUES, 2017). Dentro do aspecto juridico, as
investigacdes cientificas colaboram com a autuacao dentro das investiga¢fes criminais no que
tange aos proprios crimes ambientais.

A prova no direito é considerada “meio retorico, regulado pela legislacdo, destinado a
convencer o Estado da validade de proposi¢Oes controversas no processo, dentro de parametros
fixados pelo direito e de critérios racionais” (MARINONI; MITIDIERO, 2011). Assim, dentro
do processo administrativo ambiental, a producdo da prova é de suma importancia para a
pretensdo de puni¢do e da tentativa pedagogica do Estado para com o agente infrator, visto que,

sem ela, o crime ambiental cometido restara impune.
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Neste cendrio, a importancia dos procedimentos de identificacdo de espécies apoia-se
no fato de que muitas espécies encontram-se listadas e protegidas internacional e nacionalmente
(LINACRE; TOBE, 2011). Assim, a investigacdo forense tem colaborado de maneira extensiva
na resolucéo de crimes ambientais e, em Ultima andlise, na protecédo a fauna silvestre (ARDURA
etal., 2010; CHAGAS et al., 2015; DO CARMO et al., 2017; SANCHES et al., 2012).

Embora sejam utilizados loci de diferentes naturezas, a analise de amostras de material
genético é realizada por amplificacdo de regides especificas do DNA, destacando-se as regides
do gene COI e Cit b, empregando-se a técnica de Polimerase Chain Reaction (PCR). Em
seguida, é realizado o sequenciamento da amostra e, finalmente, a comparagdo da mesma com
bancos de dados genéticos disponiveis no meio eletronico (ARDURA et al., 2010; LINACRE;
TOBE, 2011). O gene citocromo ¢ oxidase | (COI) é um locus também encontrado no genoma
humano e que, apesar de ter sido primariamente aplicado para identificacdo de espécies de
insetos, logo passou a ser empregado na identificacdo de diversas outras espécies animais
(LINACRE; TOBE, 2011).

Neste contexto, o presente estudo tem o objetivo de executar a caracterizagdo genética
de amostra mediante o sequenciamento de loci génicos especificos, destacando-se as regides do
gene COI. Paralelamente, objetiva o levantamento de normativas juridicas do estado do Parana
relativas a utilizacdo de ferramentas de genética forense, com énfase nos marcadores
moleculares gene COI, para identificacdo forense de animais silvestres, com foco em

vertebrados terrestres.

4.1.2 Materiais e Métodos

4.1.2.1 Obtengéo de amostra da fauna silvestre

Duas amostras de tecido muscular foram selecionadas as cegas junto ao Centro de
Triagem e Atendimento a Animais Silvestres dos Campos Gerais (Instituo Klimonte
Ambiental) CETAS Ponta Grossa. Em seguida, ambas foram preservadas sob refrigeracéo (-
20°C) em alcool etilico 70%, sendo estes materiais intitulados como amostras 1 e 2,
respectivamente. A informacéao disponibilizada pelo CETAS foi de que estes eram materiais
oriundos de espécies do FILO Chordata, CLASSE Mammalia, e foram apreendidas mediante

denincia.
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4.1.2.2 Processamento e analise genética

O DNA total da amostra foi obtido por meio do protocolo de fenol-cloroférmio adaptado
(SAMBROOK; RUSSEL, 2006). O fragmento do gene mitocondrial COIl (Cox-1) foi
amplificado utilizando 0s iniciadores LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3?) e HCO2198 (5’-TAAA-
CTTCAGGTGACCAAAAAATCA-3’) (FOLMER et al., 1994). A Reacdo da Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizada com um volume final (50pL) contendo primer (100 ng/ul),
MgClz (2 mM), dNTP (1,25 mM), tampdo de amplificacio (1 X), 1 U/uL Platinum™ Taq DNA
Polymerase (Invitrogen™ - Thermo Fisher Scientific), 30-40 ng de DNA total e agua ultrapura
até completar o volume final (adaptado de DO CARMO et al., 2017). A PCR seguiu 0
programa: 1 ciclo de desnaturacdo inicial por 4 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 1 ciclo de anelamento a 53°C por 30 segundos, seguido da etapa de extensao a
72°C por 30 segundos e, finalmente, com mais uma etapa de extensao final dos fragmentos a
72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP-IT PCR Product
(ThermoFisher Scientific), segundo instruc6es do fabricante; visualizados em um gel de agarose
a 1% e posteriormente sequenciado SANGER em ambas as dire¢des na ACTGene Analises

Moleculares (www.actgene.com.br/). O sequenciamento da amostra 2 mostrou-se inviavel

devido a alta instabilidade do material genético.

Apos o sequenciamento, cada eletroferograma foi verificado manualmente. O consenso
da sequéncia foi corrigido usando o programa Mega 10.2.2 (KUMAR et al., 2018) e alinhadas
no algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004). A confirmacdo da identidade do consenso da
sequéncia obtida foi realizada pelos programas BLAST (ALTSHUL, et al., 1997;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e BOLD Identification
(http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenldEngine). Essas sequéncias de referéncia

(exceto no NCBI) sao consideradas “Padroes de coédigo de barras”, ou seja, seu status
taxonémico tinha sido previamente confirmado por analises morfolégicas e ecoldgicas de

especialistas.

4.1.2.3 Inventario de normativas juridicas

Normativas juridicas relativas ao Estado do Parana foram levantadas utilizando-se o
Sistema Estadual de Legislacédo do Estado do Parana

(https://www.legislacao.pr.gov.br/legislacao/entradaSite.do?action=iniciarProcesso), onde



https://www.actgene.com.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
http://www.boldsystems.org/index.php/IDS_OpenIdEngine
https://www.legislacao.pr.gov.br/legislacao/entradaSite.do?action=iniciarProcesso
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termos como “Genética Forense”, “Pericia Ambiental”, “Protecdo Ambiental”, “Crimes
ambientais”, “Trafico ilegal de animais”, “Comércio ilegal de animais” “Ciéncia forense” e

“Protecao a fauna” foram inseridos a fim de realizar a filtragem de documentos.

4.1.3 Resultados e Discussao

4.1.3.1 Investigacéo forense

Neste trabalho, foi processado o tecido muscular e obtido uma sequéncia do gene COI
(COX-1) de 623 nucleotideos da amostra 1 (vide Figura 1). A identificacdo molecular
confirmou com 99,9% de certeza que o tecido muscular analisado pertence ao FILO Chordata,
CLASSE Mammalia, ORDEM Artiodactyla, FAMILIA Cervidae, GENERO Mazama (vide
Figura 2). Quando comparada com sequéncias disponiveis em banco de dados (numeros de
acesso genbank: JN632658.1; KJ772514.1; numeros de acesso BOLD System: ABGYB437-
06; ABGYC625-06; ABGY(G1240-08; GBMA9137-15; GBMNA13691-19; GBMTG2789-
16), esta mesma amostra confirmou com mais de 99,9% de certeza que o tecido muscular
pertence a espécie Mazama gouazoubira, cujo nome popular é veado-catingueiro (Fischer,
1814) (figuras 2 e 3). Paralelamente, considerando o ocorrido com a amostra 2, nota-se a
necessidade de estabelecimento de protocolo de coleta e armazenamento de materiais de
apreensao, garantindo a integridade do material genético e, em Gltima analise, contribuindo com

as investigacdes forenses.
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Figura 3- Procedimentos de processamento e percentual de certeza de identificacdo da amostra 1 (veado-
catingueiro, Mazama gouazoubira (Fischer, 1814))
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Fonte: O autor.

A espécie Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) representa uma das dez espécies de
cervideos pertencentes ao género Mazama, familia Cervidae, apresentando uma ampla
dispersdo por diferentes regides da América do Sul, incluindo todos os biomas brasileiros (com
excecao do bioma Amazonico), regides pré-Andinas da Argentina e Bolivia, estendendo-se pelo
Uruguai e Paraguai até a porcao sudeste do Peru (DUARTE; MERINO 1997; CAPARROZ et
al., 2015).

Atualmente, analises genéticas evidenciam que a familia apresenta um alto grau de
polimorfismos cromossdmicos que ocorrem até em nivel intraespecifico, incluindo na espécie
M. gouazoubira (VALERI; TOMAZZELA; DUARTE, 2018), gerando extensos debates a-
cerca da diferenciacéo entre espécies, especialmente entre M. gouazoubira e M. nemorivaga.
Com base em analises filogenéticas, Duarte, Gonzaléz e Maldonado (2008) e Borges (2017)
verificaram que as espécies citadas ndo compdem um grupo monofilético, sugerindo a criagdo

de dois géneros distintos para alocacao das especies.
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Figura 4 - Percentual de certeza de identificacdo da amostra 1 em relacdo a diferentes niveis taxondmicos utilizando
dados disponiveis no site BOLD Identification.

Taxonomic Level Taxon Assignment Probability of Placement (%)
Phylum Chordata 100
Class Mammalia 100
Order Artiodactyla 100
Family Cervidae 100
Genus Mazama 100
Species Mazama gouazoubira 99.7

Figura 5 - Descricéo de similaridade da amostra 1 com dados disponiveis no site BOLD Identification, indicativos
da identificacdo da espécie Mazama gouazoubira.
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Recentemente, resultados de um novo estudo conduzido por BERNEGOSSI et al.
(2022) a partir de anélise filogenética dos mitogenomas baseada na arvore de Inferéncia
Bayesiana fortaleceram esta teoria, confirmado a polifilia existente no género Mazama e
sugerindo a alteracdo da espécie M. gouazoubira para Subulus gouazoubira. Entretanto, a
nomenclatura apresentada no presente trabalho obedece aquela ainda vigente no momento das
andlises.

Caparroz et al. (2015) oferecem dados a cerca do mapeamento completo do DNA
mitocondrial (mtDNA) de M. gouazoubira. Segundo os autores, 0o mtDNA da espécie apresenta
a forma classica de genoma de metazoarios e soma um total de 16.356 nucleotideos que se
organiza em 13 genes codificadores de proteinas, dois genes codificadores de subunidades de
RNA ribossomal (RNAr), 22 genes codificadores de RNAs transportadores e a regido de

controle. O gene codificador da COX-1, especificamente, é constituido por uma sequéncia de
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1.545 nucleotideos, localizados entre a posicao 5.319 e 6.865 da fita. A sequéncia do gene COX-
1 obtida da amostra possui 623 nucleotideos e se localiza entre a posicao 5.376 e 5.998 da fita
do genoma mitocondrial (MtDNA) de M. gouazoubira.

Considerando o contexto da analise de materiais provenientes de apreensdo, €
fundamental salientar a necessidade de estabelecimento de protocolos voltados a extracdo e
identificacdo correta de amostras, na perspectiva de geragdo do material constituinte da prova
em investigacdes de crimes ambientais (ALMEIDA; OLIVEIRA; PANNO, 2003; ARENAS et
al., 2017). Sendo assim, os resultados obtidos no presente trabalho salientam a relevancia das
técnicas de mapeamento do gene COI como estratégia de identificacdo de espécie do género
Mazama, tal como verificado nos trabalhos executados por Downey et al. (2007), Yan et al.
(2013), Carvalho (2014) e Mantellatto, Gonzalez e Duarte (2020). Por outro lado, as
informac@es aqui apresentadas contrapdem aquelas obtidas por Do Carmo et al. (2017), que

evidenciaram baixa taxa de sucesso no sequenciamento da regiéo citada.

4.1.3.2 Genética forense e normativas ambientais do Parana

A protecdo a fauna no estado do Parana se institui mediante legislacdo estadual e federal. No
ambito estadual, o Decreto Estadual n° 3.148 de 15 de junho de 2004 (PARANA, 2004)
estabelece a Politica Estadual de Protecdo a Fauna Nativa do Estado do Parana, bem como
caracteriza o Sistema Estadual de Protecdo a Fauna Nativa (SISFAUNA), o Conselho Estadual
De Protecdo a Fauna (CONFAUNA) e, por fim, ainda implanta a Rede Estadual De Protecdo a
Fauna Nativa - Rede Pré-fauna. Em seu art. 5°, VI, b, apresenta um dos objetivos da Politica,
pautado em “fomentar e apoiar projetos de investigacdo cientifica e programas de protecdo a
fauna nativa”. Adicionalmente, o documento ainda define o escopo da fauna protegida pela Lei,
que inclui espécies em risco de extin¢do, endémicas e migratorias, entre outras. Neste quesito,
destaca-se o texto incluido em seu art. 8°, paragrafo Unico, que define o Instituto Ambiental do
Parana (IAP) como o6rgdo responsavel pela “atualizacdo periddica da Lista de Espécies
Ameacadas de Extincdo, bem como a elaboracdo e a atualizacdo das listas dos alvos
preferenciais de protecéo, com os respectivos planos de a¢do”. Em cumprimento ao disposto na
Lei, 0 IAP realizou a publicacéo do Livro Vermelho da Fauna Ameacada de Extingdo no Estado
do Parana (IAP, 2007). Atualizagdes parciais desta lista foram publicadas posteriormente na
forma de decretos. Um deles é o Decreto n® 7.264 de 01 de Junho de 2010 (PARANA, 2010)
que atualiza a lista de mamiferos ameacgados de extin¢do no estado. Oito anos mais tarde, foi
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publicado o Decreto n°. 11.797 de 22 de novembro de 2018 (PARANA, 2018) que apresenta a
lista de espécies pertencentes a avifauna do Parana sob risco de extin¢do no Estado. Neste
contexto, é valido destacar a recente publicacdo de Carta Convite realizada pelo Ministério do
Meio Ambiente (BRASIL, 2022) a fim de articular a execucéo de trabalho voltado a atualizacéo
da Lista de Espécies de Fauna Silvestre Ameacadas de Extingdo no Estado do Parana, em agéo
prevista pelo Plano de Acéo Territorial Caminho das Tropas Parana-Sao Paulo, apoiado pelo
Programa Pro-espécies, coordenado pelo MMA e financiado pelo Global Environment Facility
(GEF).

Ainda em relacdo ao aspecto legal da protecdo a fauna, vale destacar a recente
implantacdo do Comité Gestor da Fauna Vitimada, ao qual foi atribuida a funcao de promover
acOes, estratégias e instrumentos para apoiar e otimizar as acdes de fiscalizacdo, apreensao,
destinacdo e monitoramento de animais silvestres vitimados pelo trafico, comeércio ilegal,
cativeiro irregular, captura de espécimes na natureza e de maus-tratos. Adicionalmente, o
Estado do Parana ainda conta com a Lei Estadual n° 14.037 de 20 de margo de 2003 (PARANA,
2003) que institui o “Codigo Estadual de Protecdo aos Animais”, mecanismo legal voltado ao
estabelecimento de normas de protecao aos animais nos limites do Estado. Neste documento, a
fauna nativa encontra-se abrangida sob a protecao da Lei, estando protegida de atos de agressao,
morte lenta ou dolorosa, venda a menores, manutencdo em ambiente insalubre, entre outros. De
fato, a Lei se ergue como mecanismo complementar regional ao disposto no art. 225, § 1° da
Constituicdo Federal Brasileira de 1988 (BRASIL, 1988), bem como ao disposto no art. 32 da
Lei n°® 9.605 de 12 de fevereiro de 1998 (Lei dos Crimes Ambientais) (BRASIL, 1998) que
tratam do mesmo tema e estabelecem sancGes penais aos atos de infracéo.

Neste contexto, 0s processos investigativos exercem papel fundamental na resolucgéo de
crimes ambientais, onde a Pericia Ambiental torna-se peca-chave na producdo de provas
(ALMEIDA; OLIVEIRA; PANNO, 2003). Em matéria ambiental, a produgdo de provas

encontra varios dificultadores, conforme aponta Edis Milaré:

“Forga reconhecer, aqui, as dificuldades e muitas vezes insuperaveis com que se
defrontam os implementadores da lei ambiental na producdo da prova necesséria a
boa instrugdo dos processos. Isso se da por varios motivos, entre eles podemos
destacar: dificuldade de interpretacdo da lei que exige conhecimentos técnicos
maltiplos (que vao da quimica a geologia, passando pela botanica, engenharia florestal
e mineracdo até a biotecnologia e engenharia genética, por exemplo); carater
assimétrico do conjunto normativo, que possui normas esparsas em estatuto proprio e
legislacdo complementar correspondente; precariedade das condi¢des que dispbe a
Policia Judiciaria, especificamente para elaboracéo de laudos técnicos indispensaveis
ao completo esclarecimento dos fatos.” (MILARE, 2002, p. 171).
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O art. 332 do Cddigo de Processo Civil (CPC) refere-se a prova com o significado de
meios de prova que sdo os meios legais, bem como os moralmente legitimos, ndo repugnando
assim o senso éetico (WAMBIER, 2002). Ainda que ndo especificados no CPC, 0os meios de
prova séo habeis para provar a verdade dos fatos, em que se funda a acdo ou a defesa, ou seja,
ainda nos termos das disposi¢Oes ofertadas no referido artigo, apenas os fatos relevantes para a
solucdo do litigio devem ser objeto de prova. Os meios de prova, portanto, sdo 0s instrumentos
utilizados pelas partes e pelo juiz para o estabelecimento dos fatos a serem provados
(MASCARENHAS, 2009).

Considerando o papel da genética forense na producao de provas em investigacdes de
crimes cometidos contra a fauna, estabelecer mecanismos legais voltados a implantacdo e
aplicacdo de tal ferramenta se torna fundamental. Atualmente, a analise do arcabouco legal
estadual ndo oferece o vislumbre de normativas juridicas diretamente aplicaveis a utilizacédo
das ferramentas de genética forense na resolucdo de crimes ambientais. Trata-se, portanto, de
uma lacuna juridica a ser preenchida pelo avanco cientifico e tecnoldgico e por atos legislativos

orientados a implementacéo de legislacdo especifica aplicavel.

4.1.4 Conclusao

O presente trabalho demonstra a acurdcia do método de identificacdo forense de
individuos da espécie Mazama gouazoubira baseado no sequenciamento do gene COI (Cox-1)
mitocondrial, oferecendo suporte e expansdo do arcabouco cientifico correlato aos processos
judiciais ligados a crimes cometidos contra a fauna. Ainda, destaca a escassez de normativas
juridicas estaduais que sejam diretamente aplicaveis aos trabalhos de genética forense

realizados no ambito dos crimes ambientais.



49

5 CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo genética de material de apreensdo configura-se como acdo fundamental
para 0s processos de investigacdo contra crimes ambientais. Neste sentido, a identificacdo de
Mazama gouazoubira, alcancada neste trabalho mediante aplicacdo de técnicas de genética
forense, representa ndo somente um dado valioso para as a¢gdes de conservacao, como também
evidencia a capacidade de suporte oferecida pela genética forense em investigacoes forenses de
crimes ambientais.

N&o obstante, o presente estudo destaca a urgente necessidade de ampliacdo das
normativas juridicas estaduais e de padronizacdo dos procedimentos técnicos de coleta,
transporte e armazenamento de materiais de apreensao que orientem diretamente os trabalhos
de genética forense realizados no ambito das investigacGes forenses aplicadas a crimes
ambientais, ampliando a base regulatdria e técnica necessarias para a pratica ética e técnica dos

servigos por todos os atores envolvidos.
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