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CARACTERIZA(;AO MORFOLOGICA, CITOGENETICA E MOLECULAR DE
Mazama gouazoubira medemi Barriga-Bonilla; 1966 A PARTIR DE UM
TOPOTIPO ATUAL

RESUMO - A classificagdo taxondmica do género Mazama Rafinesque,
1817 é bastante controversa, devido a convergéncia morfologica e alta variagdo
cariotipica intraespecifica. Por efeito do complexo processo evolutivo e 0s
polimorfismos cromossémicos que as espécies do grupo apresentam, sua
taxonomia vem sendo estudada com auxilio de ferramentas citogenéticas e
moleculares, que se mostraram como informagdes essenciais no esclarecimento
da classificacdo do grupo e sua consequente implicacdo nos programas de
conservacao de cervideos na regido Neotropical. O taxon Mazama gouazoubira
medemi Barriga-Bonilla, 1966 foi alocado dentro da sinonimia de Mazama
nemorivaga (Cuvier, 1817) por padrdes morfoldgicos e distribuicdo geogréafica,
sem consenso sobre a validade deste tdxon ou sua correta classificacdo. Desta
forma, o presente trabalho buscou avaliar o posicionamento e o status de M. g.
medemi Barriga-Bonilla, 1966 através da coleta de um espécime na localidade
tipo na Colédmbia. O exemplar foi caracterizado por técnicas morfolégicas
tradicionais (medidas cranianas, medidas biométricas e coloracdo da pele),
analises citogenéticas (coloracdo convencional, banda G, banda C, coloracao
Ag-NOR e FISH), e por ferramentas moleculares (andlise filogenética dos genes
Cytb, ND5 e Dloop). Os resultados morfolégicos e citogenéticos mostraram
padrbes consistentes com o descrito para a espécie Mazama nemorivaga
(Cuvier, 1817). A caracterizacdo molecular recuperou o top6tipo num
agrupamento com exemplares de M. nemorivaga do norte da Amazonia, se
posicionando de forma externa as outras amostras do grupo, mas comprovando
sua ligagdo filogenética, sugerindo o posicionamento de M. g. medemi como
sindbnimo junior de M. nemorivaga.

Palavras-chave: Blastocerina, evolu¢cdo cromossdmica, filogenia, Mazama,
taxonomia



MORPHOLOGICAL, CYTOGENETIC AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Mazama gouazoubira medemi Barriga-Bonilla;
1966 FROM A CURRENT TOPOTYPE

ABSTRACT - The taxonomic classification of the genus Mazama
Rafinesque, 1817 is quite controversial, owing to the morphological convergence
and high intraspecific karyotypic variation. Due to the complex evolutionary
process and the chromosomal polymorphisms that the group presents, its
taxonomy has been studied with the help of cytogenetic and molecular tools,
which have proven to be essential information in clarifying the classification of the
group and its consequent implication in conservation programs of cervids in the
Neotropical region. The taxon Mazama gouazoubira medemi Barriga-Bonilla,
1966 was allocated within the synonymy of Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817)
by morphological patterns and geographical distribution, without consensus on
the validity of this taxon or its correct classification. Thus, the present work sought
to evaluate the position and status of M. g. medemi Barriga-Bonilla, 1966 by
collecting a specimen in the type locality in Colombia. The specimen was
characterized by traditional morphological techniques (cranial measurements,
biometric measurements, and skin coloration), cytogenetic analyses
(conventional staining, G-band, C-band, Ag-NOR staining and FISH), and by
molecular tools (phylogenetic analysis of Cytb, ND5 and Dloop genes). The
morphological and cytogenetic results showed patterns consistent with that
described for the species Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817). Molecular
characterization recovered the topotype in a grouping with M. nemorivaga
specimens from northern Amazonia, positioning itself externally to the other
samples of the group, but proving its phylogenetic relationship, suggesting the
positioning of M. g. medemi as a junior synonym of M. nemorivaga.

Keywords: Blastocerina, chromosomal evolution, phylogeny, Mazama,
taxonomy



1. INTRODUCAO

A familia Cervidae € um taxon amplamente conhecido pelo grande
namero de espécies que o compde. Apresenta ampla diversidade genética e
cariotipica, sendo esta ultima caracteristica um atributo extensamente estudado,
devido a deteccdo de rearranjos e polimorfismos cromossémicos entre seus
membros (Bonnet-Garnier et al., 2003; Duarte & Gonzalez, 2010; Fontana &
Rubini, 1990). Dentro da familia, a classificacdo taxondmica das espécies do
género Mazama Rafinesque, 1817 € a mais controversa (Cifuentes-Rincén et al.,
2020), sendo atualmente reconhecido como um género polifilético e cuja revisdo
taxondémica trara a descricdo de novos géneros e espécies (Duarte et al., 2008;
Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020).

A espécie Mazama americana (Erxleben, 1777) € um taxon amplamente
distribuido e estudado dentro do género, sendo considerado como um complexo
de espécies cripticas, devido a deteccdo de polimorfismos cromossémicos intra
e interpopulacionais, o que levou a proposicao de citétipos com correspondéncia
geografica (Abril et al., 2010) e isolados reprodutivamente devido a diferenca
cromossOmica elevada (Galindo et al., 2021; Salviano et al., 2017). Existe a
suposicdo de um cenario semelhante para os taxon M. gouazoubira (Valeri et al.,
2018), M. nana (Abril & Duarte, 2008) e M. nemorivaga (Figueiredo, 2014; Fiorillo
et al., 2013).

Neste contexto, 0os processos de revisdo taxondmica tornaram-se cada
vez mais necessarios. As pesquisas atuais para o entendimento do género
tiveram como resultado a validacédo de espécies que haviam sido sinonimizadas
com taxons amplamente distribuidos. No caso, Mazama rufa (llliger, 1815) e
Mazama jucunda (Thomas, 1913) (Mantellatto et al., 2022; Peres et al., 2021) a
revalidagéo foi possivel com auxilio de dados morfologicos, moleculares e de
citogenética classica e molecular. Desta forma, foi possivel comparar estas
espécies pela combinagdo de investigacbes dos padrdes cariotipicos e com

auxilio de ferramentas moleculares (Cifuentes-Rincon et al., 2020).

Diante as perspectivas a respeito da composi¢cdo do género Mazama,
informac¢des que auxiliem no esclarecimento taxonémico dos complexos de

espécies descritos, e ainda ndo conhecidos, sdo de grande relevancia para a
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resolucdo do grupo. A revisdo das espécies descritas nos diferentes paises da
regido neotropical, deve incluir dados citogenéticos, ja que, para este grupo de
cervideos, o estudo dos cromossomos pode ser uma ferramenta taxonémica
importante. Assim com a utilizacdo de exemplares coletados nas localidades
tipo, pela possibilidade de ligar espécimes e seus padrdes cariotipicos com 0s

nomes descritos originalmente.

Nesse contexto, a Coldmbia tem importante destaque, por ser um pais
gue abriga diferentes nomes originais e veados morfologicamente diferenciados
(Sarria-Perea, 2012). Por isso, torna-se um territorio particularmente importante
para a resolucdo da taxonomia do grupo e pela sua histdria geoldgica, climatica

e biolégica (Richardson et al., 2018).

Ante o panorama supracitado, o presente trabalho prop6s o estudo de um
espécime coletado na localidade tipo de Mazama gouazoubira medemi (Barriga-
Bonilla, 1966), um pequeno cervideo que habita a regido da Orinoquia
colombiana, mediante sua caracterizagdo morfologica (medidas craniométricas
e corporais), ferramentas de citogenética classica (bandeamentos
cromossOmicos), citogenética molecular (FISH), e de filogenia molecular. Essa
caracterizacao é fundamental para que seja possivel seu correto posicionamento
perante as espécies do género na América Latina e a avaliacdo do seu status

taxondmico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Familia Cervidae e a tribo Odocoileini

A familia Cervidae, classificada atualmente dentro da ordem Artiodactyla,
€ a segunda familia (dentro das 23 pertencente a ordem) mais abundante e
amplamente distribuida no mundo, compondo 18 géneros e 55 espécies (Burgin
et al., 2018; Zurano et al., 2019). Sua diversidade decorre da grande radiacéo
adaptativa e do sucesso na ocupacéo de diferentes ambientes, na expanséao pela
América do Sul, advindo da América do Norte, através da formacé&o do Istmo do
Panama no Mioceno tardio (Bacon et al., 2015; Cassini et al., 2016; Eisenberg,
2000; Zurano et al., 2019). Aqui alcangou maior diversidade (12 géneros) pelo

fendbmeno conhecido como o Grande Intercambio Biol6égico Americano, um dos
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principais eventos biogeogréficos que modelaram a composicdo da fauna
moderna na Ameérica (GABI; O’'Dea et al., 2016).

A sistematica da familia Cervidae tem sido controversa. As
particularidades do seu processo de especiacdo, caracterizado por radiacdes
adaptativas rapidas e sucessivas (Heckeberg, 2020), dificultou a classificacao do
grupo, tendo atualmente vérias incertezas taxonémicas (Duarte et al., 2008;
Gilbert et al., 2006; Grubb, 1993; Merino & Rossi, 2010). Na tentativa de
organizar a classificagdo, tem sido proposta a subclassificacdo em duas
subfamilias: Cervinae e Capreolinae, sendo posicionados nesta Ultima
subfamilia os cervideos americanos classificados dentro da tribo Odocoileini
(Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg et al., 2016; Heckeberg, 2020).

A tribo Odocoileini inclui os géneros Rangifer Smith, 1827, Odocoileus
Rafinesque, 1832, Blastocerus Wagner,1844, Ozotoceros Ameghino,1891,
Hippocamelus Leuckart, 1816, Pudu Gray,1852 e Mazama Rafinesque,1817
(Duarte & Gonzéalez, 2010). Devido a divisdo tradicional desta tribo de acordo
com caracteristicas morfoldgicas (coloracdo, comprimento do corpo e forma de
ramificacdo dos chifres) (Ruiz-Garcia et al., 2009), foram originalmente descritos
taxons que hoje sao considerados polifiléticos (ex. Mazama). Este achado levou
a proposicao de relagdes evolutivas inadequadas (Duarte et al., 2008; Eisenberg,
2000; Merino & Rossi, 2010), devido a convergéncia morfolégica e ao alto grau
de homoplasia exibida pelos caracteres morfol6gicos no grupo (Abril et al., 2010;
Duarte et al., 2008). Atualmente a tribo é considerada como o tdxon mais
problematico dentro da familia, com relagBes intergenéricas controversas
(Gilbert et al., 2006; Heckeberg, 2020).

Duarte, Gonzales e Maldonado (2008), caracterizaram essas incertezas,
e por meio de uma abordagem abrangente, descreveram as polifilias
encontradas e dividiram o grupo em dois clados: O clado vermelho, que agrupa
as espécies de Odocoileus, Mazama americana, Mazama jucunda e Mazama
nana e o clado cinza que inclui Hippocamelus, Ozotoceros, Blastocerus,
Mazama nemorivaga € Mazama gouazoubira. Posteriormente, para distingdo

desses clados, foi adotada uma divisdo em duas subtribos: Odocoileina e

Blastocerina (Heckeberg et al., 2016) (Figura 1).



2.2 O género Mazama Rafinesque, 1817

A polifilia mais evidente na classificacdo das subtribos propostas por
Heckerberg (2016), é a do género Mazama. Esse taxon €& vastamente
reconhecido por apresentar uma grande variabilidade cariotipica, com espécies
que exibem um numero diploide desde 2n=32 (Mazama jucunda) até 2n=70 (M.
nemorivaga) (Duarte & Gonzéalez, 2010). E ainda, ha extenso polimorfismo
cromossOmico dentro das espécies que compdem o género (Abril et al., 2010;
Abril & Duarte, 2008; Cifuentes-Rincon et al., 2020; Peres et al., 2021; Valeri et
al., 2018). Uma vez que a variagdo cariotipica intraespecifica tem um limite
imposto pela estabilidade meibtica na producdo de gametas, a presenca de
polimorfismos cromossémicos gera formacdo de eficientes barreiras
reprodutivas entre as variantes (Cursino et al., 2014; Dobigny et al., 2017;
Galindo et al., 2021; Salviano et al., 2017). Esta condi¢&o, elevou a proposi¢céo
da existéncia de complexos de espécies dentro das atualmente reconhecidas
(Abril et al., 2010).

O numero de espécies que compdem o género tem sido bastante
debatido. Desde revisdes que incluem 18 espécies e 24 subespécies (Allen,
1915), até abordagens que agrupam em 4 espécies (Mazama americana, M.
gouazoubira, M. chunyi e M. rufina) todos os tdxons descritos para o género
(Cabrera, 1961). Porém, hoje sdo reconhecidas como espécies validas M.
americana (Erxleben, 1777), M. jucunda Thomas, 1913, M. nana (Hensel, 1872),
M. temama (Kerr, 1792), M. rufina (Pucheran, 1851), M. chunyi Hershkovitz,
1959, M. gouazoubira (Fischer, 1814) e M. nemorivaga (Cuvier, 1817) (Mammal
Diversity Database, 2022).

Nos ultimos anos, diante da necessidade de fazer revisdes criteriosas,
com trabalhos que incluam dados morfolégicos, citogenéticos, moleculares e
com origens geograficas confiaveis, tem sido revisadas e revalidadas algumas
espécies do género. Cifuentes-Rincon e colaboradores (2020), coletaram um
exemplar de Mazama americana (Erxleben, 1777) na sua localidade tipo, em
consequéncia da inexisténcia de um holétipo e da necessidade de obter um
padrdao molecular e cariotipico para a espécie. Por tanto, foi designado o

espécimen coletado como neétipo para o taxon. Esta delimitagcdo permitiu a



revalidacéo de Mazama rufa (llliger 1815), que por muitos anos foi mantida como
sinbnimo janior de Mazama americana (Cifuentes-Rincon et al., 2020; Peres et
al., 2021).

Sob essa mesma abordagem integrativa, foi caracterizada a espécie
Mazama temama (Kerr, 1792), a forma de veado-mateiro tipica da América
Central, e que também foi considerada sinbnimo de M. americana por um
periodo, mesmo tendo uma grande diferenca cariotipica, com um numero
fundamental NF=70 em contraste com o NF=50 de M. americana (Sandoval et
al., 2022).

Posteriormente foi revisada a espécie Mazama bororo descrita por Duarte
em 1996, a qual foi discriminada de M. americana contrastando seus padrdes
cariotipicos (Duarte e Jorge, 2003). Porém, apés a revisao molecular do hol6tipo
designado para uma subespécie de M. americana descrita por Thomas (1913),
foi revalidada a espécie Mazama jucunda, passando a M. bororo como seu

sinbnimo junior (Mantellatto et al., 2022).

Perante a polifilia exibida no género Mazama (Figura 1), o veado
catingueiro Mazama gouazoubira (Fischer, 1814) e o veado-roxo, Mazama
nemorivaga (Cuvier, 1817), precisariam de mudanca de género. Isso ja foi
proposto para M. gouazoubira e em consequéncia da inexisténcia de um
hol6tipo, foi designado um neétipo para a espécie, que recebeu nova
combinacdo genérica Subulo gouazoubira (G. Fischer, 1814) (Bernegossi,
Borges, et al., 2022). Da mesma forma, com o uso de técnicas de citogenética
molecular, foi estudada sua conformacdo cariotipica, possibilitando a
comparacdo deste tdxon com o resto dos membros do grupo (Bernegossi,
Vozdova, et al., 2022).
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Figura 1. Relacdes filogenéticas dos cervideos neotropicais da tribo Odocaoileini.
Em destaque, se exibe a polifilia do género Mazama, com espécies recuperadas tanto
na subtribo Blastocerina (antigo Gray Clade), como na subtribo Odocoileina (antigo Red
Clade), ilustrando as semelhancas morfolégicas de Mazama americana e 0 novo género
Subulo, justificativa do seu antigo agrupamento. (Arvore adaptada de: Duarte, Gonzales
e Maldonado, 2008; Fonte das ilustracdes: Azevedo et al., 2021).



2.3 Mazama na Colémbia

A Colémbia é um territério importante para os estudos dos processos
evolutivos e a dispersdo da mastofauna como os cervideos neotropicais. Devido
a sua posicao ao norte da América do Sul, o pais apresenta areas nas quais
aconteceram eventos geoldgicos excepcionais. Sua localizagdo representa o
ponto de encontro entre Laurasia e Gondwana, a elevagdo mais recente dos
Andes, com sua divisdo em trés cordilheiras e o fechamento do istmo do
Panama, que permitiu ndo apenas a ocupacdo de América do sul mas o
intercambio de fauna entre os continentes (Gregory-Wodzicki, 2000; Richardson
et al., 2018). Estas caracteristicas fazem com que os processos filogenéticos e

biogeograficos deste pais sejam particularmente interessantes.

Atualmente o Sistema de Informacgéo sobre Biodiversidade da Colémbia
(SiB) e a Lista de mamiferos da Colémbia (Garcia-Herrera et al., 2015; Morales-
Martinez, 2021; Ramirez-Chaves et al., 2016; Solari et al., 2013) reconhecem
oito espécies do género Mazama com distribuicdo no pais: Mazama americana
(Erxleben, 1777), Mazama temama (Kerr, 1792), Mazama rufina (Pucheran,
1851), Mazama zetta Thomas, 1913, Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817),
Mazama cita sanctaemartae Allen, 1915, Mazama zamora Allen, 1915 e Mazama
murelia Allen, 1915. No entanto, os inventarios de espécies internacionais como
a Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN), o Mammal
Species of the World (MSW) e o Mammal Diversity Database (MDD) reconhecem
apenas quatro delas; M. americana, M. temama, M. rufina e M. nemorivaga
(Groves & Grubb, 2011; Mammal Diversity Database, 2022; Wilson et al., 2011).
E importante ressaltar que, M. zetta, M. murelia e M. c. sanctaemartae, foram
descritas a partir de espécimes coletados em Antioquia, Floréncia e La Bonda
respectivamente, sendo suas localidades tipicas do territdrio colombiano (Allen,
1915; Thomas, 1913).

Aléem das espécies reportadas com distribuicdo na Coldombia, foram
descritas duas subespécies que tem como localidade tipo territério colombiano
e que ndo sdo consideradas na lista de espécies, pela ampla sinonimizacdo dos
nomes disponiveis para o grupo. Dentre delas, sdo incluidas M. americana

carrikeri Herskovitz, 1959 e M. gouazoubira medemi Barriga-Bonilla, 1966.



Perante a problemética apresentada, Martinez-Aguero e Ruiz-Garcia
(2001) estudaram os niveis de variabilidade genética de diferentes amostras
pertencentes a atual tribo Odocoileini, por meio de microssatélites. Os autores
conseguiram avaliar amostras de S. gouazoubira de Venezuela, Bolivia e
Colémbia, nas quais encontraram diferencas significativas a nivel molecular, o
gue suportou a hipotese da diferenciacéo desta espécie nos taxons M. g. medemi
Barriga-Bonilla, 1966 e M. g. cita Osgood, 1912. Da mesma forma, na
comparacao de amostras da subtribo Odocoileina do Peru e de duas regides da
Colébmbia, apontando com seus resultados a possivel distingdo das formas
colombianas de M. americana nos taxons M. zetta Thomas, 1913 e M. a. carrikeri
Allen, 1915 (Ruiz-Garcia et al., 2006, 2009).

A fim de esclarecer essas controversas, € evidente a necessidade da
obtencéo dos padrdes citogenéticos e o posicionamento filogenético dos animais
da Colébmbia, como uma ferramenta particularmente importante para o
entendimento e classificacdo do grupo dos Mazama/Subulo. Sarria-Perea (2012)
fez um estudo com animais de cativeiro de 5 zooldgicos na Colémbia. Partindo
do uso de analises morfologicas, citogenética classica (cariétipo basico) e de
analises filogenéticas construidas com o gene Cytb, apontou com seus
resultados a validade taxon6mica de M. zetta e M. c. sanctaemarteae.
Entretanto, a origem cativa dos animais utilizados, auséncia de espécimes tipo
gue ancoram 0S homes e as poucas abordagens genéticas e citogenéticas
utilizadas, foram inviabilizadas maiores conclusfes acerca da taxonomia do
grupo (Sarria-Perea, 2012). Porém, a partir deste estudo, pode-se obter uma
ideia da forma e nimero cromossémico dos cariétipos dos animais presentes na
Colémbia, os quais diferiram bastante em relacdo a cariétipos ja estudados na

regido Neotropical.
2.4 Mazama gouazoubira medemi Barriga-Bonilla, 1966

O Mazama gouazoubira medemi foi descrito por Barriga-Bonilla (1966), a
partir de dois exemplares coletados na regido da Orinoquia colombiana, no
Departamento de Meta, e depositados na Colecdo de Mamiferos “Alberto

Cadena Garcia” do Instituto de Ciéncias Naturais (ICN) da Universidad Nacional

1 Departamento: Divisao politica-administrativa equivalente a um Estado no Brasil.
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de Colémbia. O hol6tipo da espécie foi designado para o exemplar juvenil (ICN-
812-?) coletado em 1950 (Figura 2), sendo que, foi utilizado o paratipo (ICN-
780-3) coletado na margem no Rio Guayabero em 1959, para as descricdes
morfolégicas e caracteres diagnosticos da espécie por ser um macho adulto
(L6pez-Arévalo et al., 2020). Foi definida como localidade tipica de M. g. medemi
a regido da Orinoquia, caracterizada pela predominancia de planicies de
inundacao com formacdes abertas e dossel descontinuo (Mora-Fernandez et al.,
2015), sendo substituida na regido da Amazénia por Mazama murelia Allen,
1915; a outra espécie de Mazama pertencente a subtribo Blastocerina descrita
na Colémbia (Barriga-Bonilla, 1966).

Figura 2. Créanio do Hold6tipo de Mazama gouazoubira medemi depositado
na colecdo de referéncia do Instituto de Ciéncias Naturais (ICN-812-9) da
Universidad Nacional de Colémbia. Escala apresentada em centimetros.

A primeira descricdo de M. g. medemi estabeleceu que o novo taxon do
género, caracterizava-se por ter uma coloracdo dos membros posteriores
ocraceos escuros e os membros anteriores comparativamente mais claros; uma
mancha ocular definida, pintas supraorbitaria e infraorbitaria difusas, e um o0sso
lacrimal proporcionalmente maior. M. g. medemi, foi diferenciada de M. murelia

Allen, 1915 por apresentar uma coloragdo em geral muito mais clara e ocracea,
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uma mancha ocular definida e o lacrimal de um tamanho maior em sentido

anteroposterior (Barriga-Bonilla, 1966).

Dentre os caracteres diagnosticos que diferenciaram a M. g. medemi,
estdo os que discriminaram o novo taxon de M. nemorivaga da Guiana (Cervus
nemorivagus Cuvier, 1817; loc. typ. Cayena). Sao eles: a cor dos membros
anteriores exteriormente mais claros, auséncia de uma mancha esbranquicada
sobre o rinario, uma banda infraorbitaria mais clara e a mancha ocular mais
branca que parda (Barriga-Bonilla, 1966). Além da comparacdo com Cervus
nemorivagus Cuvier, 1817 e M. murelia Allen, 1915, Barriga-Bonilla fez
distin¢cdes do novo tdxon com Mazama americana citus Osgood, 1912 e Mazama
cita santaemartae Allen, 1915, unicamente por diferengcas de coloragdo, nas

quais M. g. medemi apresentou padroes comparativamente mais escuros.

Apbés as revisdes taxonbmicas do grupo e baseando-se nas
caracteristicas morfoldgicas e distribuicdo, M. g. medemi Barriga-Bonilla, 1966
foi alocado dentro da sinonimia de M. nemorivaga, assim como as espécies
descritas dos “veados cinzas” do grupo dos Mazama que se distribuem ao norte
e na Amazénia (Duarte & Gonzéalez, 2010; Morales-Donoso, 2017; Rossi et al.,
2010).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do exemplar

A partir de levantamento bibliogréfico, a localidade tipo foi selecionada
para a coleta de um exemplar macho de Mazama gouazoubira medemi, préxima
da cidade de San Juan de Arama, no departamento do Meta, na Colémbia.

Conforme as informacdes publicadas por Barriga-Bonilla em 1966.

A coleta foi realizada por cagadores locais com o uso de arma de fogo,
perto da localidade tipo, na Municipalidade de Puerto Concordia, Meta,
Colémbia, coordenadas 02 46 39.5N; 72 39 31.4W (Figura 3).
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Figura 3. Local de coleta do top6tipo de Mazama gouazoubira medemi
Barriga-Bonilla, 1966.

3.2 Procedimento ap0s a coleta do exemplar

Como passo inicial do processamento completo do exemplar, iniciou-se a
documentacéo fotografica posicionando o animal em decubito lateral, em cima
de um pano azul com a identificacdo do niumero da coleta, posteriormente foram

tomadas fotos em posicéo lateral, ventral, dorsal e lateral da cabeca.
3.2.1 Biopsiade pele

ApoOs a antissepsia de uma regido da parte interna do membro posterior
direito, foi coletado um fragmento de pele de 5x2 cm, depositando a amostra em
um tubo contendo meio de transporte (20mL de meio McCoy’'s + 0,2mL de
gentamicina + 0,4mL de anfotericina) sob refrigeragdo durante 1 hora.
Posteriormente, o fragmento de pele foi dividido em 10 fragmentos que foram
depositados em tubos criogénicos contendo meio de congelacéo de pele com
criopreservantes (15mL de meio McCoy's + 5mL de Soro Equino + 1,5mL de
DMSO + 3g de PVP + 0,063mL de gentamicina + 0,126mL de Anfotericina) (J.
M. D. Duarte & Jorge, 1998). Estes fragmentos, permaneceram por 3,5 horas

sob refrigeracdo e por 30 minutos no vapor de nitrogénio liquido, a fim de
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assegurar o congelamento lento. Em seguida, foi estocado por imersdo no
nitrogénio liquido (-196°C), conservando-se dessa forma para melhor

conservacgao e garantia da viabilidade das amostras para os cultivos celulares.
3.2.2 Retirada e processamento da pele completa

A pele completa do animal foi retirada e processada. Foram removidos
restos musculares, gorduras e fascias. Posteriormente, mergulhou-se a pele em
25ml de Acido Acético + 3Lde agua. Apds 30 minutos, a pele foi lavada com agua
comum e logo foi mergulhada em solucéo curtume (5009 de Sulfato de Aluminio
+ 5009 de Cloreto de Sédio + 3L de dgua) durante 3 dias, sendo esticada durante
esse tempo 2 vezes por dia. Posteriormente, a pele foi esticada e aberta para

sua secagem e posteriores analises morfolégicos.
3.2.3 Coleta de fragmentos de 6rgaos e musculo

Foram coletados fragmentos de 1cm3 de pulmao, figado, rim, baco,
testiculo e coracgao, estocados em tubos com solucéo de formol 10% para futuros
estudos histologicos, e em etanol absoluto para as analises moleculares sob

temperatura ambiente.
3.2.4 Preparacédo do cranio e pés-cranio

Foi retirado o esqueleto completo, sendo removidos o0s restos musculares
dos ossos e mergulhados em agua durante duas semanas até sua limpeza total.
No final, o cranio e pds-cranio limpos foram estocados em caixas plasticas para

as analises morfologicas para o posterior estocagem na colecéo de referéncia.
3.3 Analise morfoldgica

3.3.1. Morfologia do topétipo

Para o espécime coletado, foi realizada a descricdo dos padrdes de
coloracdo da pele taxidermizada e das fotos tomadas em campo em diferentes
posi¢cdes do animal, seguindo os critérios de analise para morfologia propostos
por Rossi (2000).

3.3.2 Morfometria
Com o uso de fita métrica e paquimetro, foram tomadas 18 medidas

corporais do animal: comprimento e largura da cabeca, mandibula, distancia
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entre olhos, orelha, altura, metacarpo, térax, metatarso, comprimento e largura

dos chifres e dos testiculos e corpo, assim como também foi aferido o peso.

Além destas, 36 medidas cranianas padrao para cervideos propostas por
Von den Driesch (1978) (Figura 5) foram utilizadas para a descricdo do cranio
do exemplar coletado. Foram incluidas também nas matrizes de analise, as
medi¢cbes tomadas do parétipo (Figura 4), depositado na cole¢cdo de mamiferos
do Instituto de Ciéncias Naturais da Universidad Nacional de Colombia.

Figura 4. Cranio do Paratipo de Mazama gouazoubira medemi Barriga-
Bonilla,1966 depositado na colecdo de referéncia do Instituto de Ciéncias
Naturais (ICN-780-J) da Universidad Nacional de Coldmbia. Escala apresentada
em centimetros.
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Figura 5. Medidas cranianas padrao propostas por Von den Driesch (1978) para
Cervidae, ilustradas no cranio de M. g. medemi Barriga-Bonilla, 1966.
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Para avaliar a posicdo e a possivel discriminacédo do topoétipo de M. g.
medemi dos demais membros do grupo, as medidas morfométricas foram
divididas em dois grupos de dados; biometria corporal e craniometria. As
medidas foram avaliadas mediante uma anélise de componentes principais
(PCA) no Software RStudio 4.2.0 (R Core Team, 2022), utilizando os pacotes
estatisticos FactoMineR e FactoExtra (Kassambara e Mundt, 2020) sobre uma
matriz de correlacdo para a correcdo do tamanho das medidas utilizadas. A
matriz foi avaliada também por uma analise de Cluster pelo método de distancia
euclidiana e 1000 bootstrap utilizando a fungéo IPAK, incluindo na matriz tanto
fémeas como machos. A selecao do numero 6timo de clusters foi realizada pelo
meétodo de gaps estatisticos, que encontra a maior distancia existente entre as
variaveis para representa-las no dendrograma se baseando na hip6tese da ndo
existéncia de subagrupamentos (Oliva, 2015).

Foram avaliadas 61 amostras de espécies pertencentes tanto a subtribo
Odocoileina como a subtribo Blastocerina. A matriz da biometria corporal foi
constituida por M. americana (n=8), M. rufa (n=5), M. jucunda (n=4), M. temama
(n=3), M. nana (n=4), M. nemorivaga (n=8), Subulo gouazoubira (n=10) e M. g.
medemi (n=1), totalizando 43 individuos e 14 medidas corporais. A matriz da
craniometria foi constituida por M. americana (n=6), M. rufa (n=3), M. jucunda
(n=2), M. temama (n=2), M. nana (n=3), M. nemorivaga (n=10), Subulo
gouazoubira (n=10) e M. g. medemi (n=2), totalizando 38 individuos, foram
utilizadas 20 medidas cranianas propostas por Gonzéles e colaboradores (2018)
como as efetivas para discriminar as espécies da subtribo Blastocerina. Sendo
superpostos entre as duas matrizes (biometria corporal e craniometria) 20

individuos.
3.4 Analises citogenéticas

3.4.1 Cultivo de fibroblastos

A amostra de pele estocada em nitrogénio liquido, foi descongelada em
banho-maria a 37°C, e colocada em placas de Petri sendo lavada trés vezes com
tampéo fosfato (PBS) para posterior divisdo mecéanica em fragmentos finos
menores. Em seguida, esses fragmentos foram transferidos para frascos de

cultivo T25, adicionando 2mL de meio de cultura DMEM Sigma® (Meio Essencial
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Minimo Modificado de Dulbecco — alto em glucose), enriquecido com 30% de
soro fetal bovino (SFB) e encaminhados para uma estufa de incubacédo a 37°C
e 5% de CO2. Apés a aderéncia das células no frasco de cultivo, 0 meio foi
trocado por 2mL de DMEM com 15% de soro fetal bovino a cada dois dias. O
cultivo celular primario foi supervisado em microscépio invertido a cada 24h e
guando observou-se um crescimento adequado da primeira capa de fibroblastos,
o meio foi retirado, as células lavadas duas vezes com PBS e adicionou-se 1mL
de solucdo de Tripsina ATV durante trés minutos. Apés a lavagem, as células
foram transferidas para novos frascos de cultivo onde foram suplementados da

mesma maneira, até obter um ndmero suficiente de cultivos secundarios.

Quando os cultivos apresentaram crescimento celular adequado,
agregou-se 60uL de Colchicina 0,016% durante 45 minutos e mais 2mL de
Tripsina. Apos a lavagem do frasco de cultivo, as células foram transferidas para
um tubo de fundo cénico contendo 10mL de meio enriquecido com SFB. O tubo
foi centrifugado a 1.600rpm durante 5 minutos, o sobrenadante descartado, o
material ressuspendido em 10mL de solucdo hipotbnica (KCI 0,075M) e
encaminhado para incubacdo em banho-maria a 37,5°C por 20 minutos.
Posteriormente, o material foi centrifugado, o sobrenadante descartado e o
sedimento restituido a 6mL de solucgédo fixadora de metanol e &cido acético 3:1,
procedimento repetido trés vezes até restituir a 2mL com solucao fixadora.

3.4.2 Biometria cromossdmica

Foram utilizadas 10 metafases do exemplar para a classificacdo
cromossbmica. As medidas foram feitas a partir do centrdbmero até o telémero,
utilizando o programa computacional “ImageJ” e, de acordo com a razdo de
bracos (RB), foram classificados como metacéntricos, submetacéntricos,
subtelocéntricos ou acrocéntricos (Levan et al., 1964). De acordo com o
comprimento relativo (CR), os cromossomos autossomos serdo classificados
como sendo do grupo A (grandes cromossomos de dois bragos = CR>6%), no
grupo C (pequenos cromossomos de dois bracos = CR<6%), D (grandes
cromossomos acrocéntricos = CR>5%), E (pequenos cromossomos
acrocéntricos = CR<5%) e no grupo B (microcromossomos ou cromossomos B
= CR<1,5%) (Tomazella et al., 2017; Cifuentes-Rincén, 2020).
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3.4.3 Coloragao convencional Giemsa

As laminas foram preparadas pelo método de choque térmico (material
gelado x superficie quente) e coradas pela metodologia convencional Giemsa
(7mL de Tampao fosfato 0,001M + 1mL de corante Giemsa (2g de Giemsa +

108mL de glicerina + 168mL de metanol)) durante 5 minutos.
3.4.4 Bandas G

Seguindo a metodologia de Seabright (1971), foram preparadas laminas
por choque térmico, as quais foram envelhecidas na estufa a 37°C por 7 dias.
Logo, as laminas foram mergulhadas em solucao de Tripsina 0,5% a 37°C em
banho-maria durante 3 segundos, sendo posteriormente lavadas duas vezes
com agua destilada. Apos a secagem das laminas, foram coradas com solucéo

Wrigth-Giemsa em tampéo fosfato 2:1 pH 6,8 durante 10 minutos.
3.4.5 Bandas C (Heterocromatina Constitutiva)

Seguindo a metodologia de Summer (1972) foram preparadas laminas por
choque térmico (material gelado x superficie quente). Logo, as laminas foram
mergulhadas em solugcdo de HCI (0,02N) por 20 minutos, sendo em seguida
lavadas com agua destilada, mergulhando-se em solucao de Ba (OH)2 (0,07N) a
40°C por 20 a 25 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas com agua
destilada e depois mergulhadas em solucdo 2xSSC por 1,5 horas. Apés a
secagem, as laminas foram coradas com Giemsa a 2% em tampao fosfato 2:1

por 25 minutos.
3.4.6 Coloracdo Ag-NOR

Foram preparadas laminas pelo método de choque térmico (material
gelado x superficie quente). Logo, foram pingadas duas gotas de AgNOs a 50%
e uma gota de solucéo coloidal reveladora (1g de gelatina P.A. + 50mL de agua
deionizada + 0,5mL de &cido férmico), colocando-se uma laminula sobre a
preparacdo. A lamina foi colocada em uma placa de Petri com papel molhado,
sendo aquecida a 56°C em estufa, por 3 minutos até obter uma cor dourada.
Depois, a lamina foi mergulhada em agua deionizada para retirar a laminula, foi
lavada com agua destilada e analisada ao microscopio apos a secagem (Howell
& Black, 1980).
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3.4.7 FISH (Fluorescence in situ hybridization)

Foram utilizadas sondas BACs, relacionadas na Tabela 1, selecionadas
da biblioteca CHORI-BAC bovina CH240 para deteccdo dos cromossomos de
interesse X e 4 de Subulo gouazoubira no cariétipo de M. g. medemi, sendo que
0 veado catingueiro € considerado como a espécie que reteve o cariotipo
ancestral hipotético comum da familia Cervidae (Bernegossi, Vozdova, et al.,
2022; Fontana & Rubini, 1990).

Tabela 1. Marcadores BACs selecionados para o cromossomo X e 4 de

Subulo gouazoubira (SGO) e sua homologia com os cromossomos de Bos taurus
(BTA).

Cromossomo Clone BAC Regidao BTA
40H2 Xqd
159016 Xp
311B9 Xqp
SGOX 67P21 Xp
453C5
326C13 PAR
69G2 1gqp
SGO4 273F5 1qgt

3.4.7.1 Preparacéo das laminas

As laminas foram preparadas pelo método de choque térmico (material
gelado x superficie quente) e incubadas em banho-maria a 37°C por 30 minutos
em solucdo 2xSSC, logo foram deixadas para esfriar a temperatura ambiente
durante 20 minutos e em seguida foram transferidas para uma solugéo 0,1xSSC
durante 1 minuto, posteriormente, as preparacdes foram desnaturadas em
solucdo NaOH (0,07N) a temperatura ambiente por 1 minuto, logo foram
incubadas em solucédo 0,1xSSC a 4°C por 1 minuto e em solucdo 2xSSc a 4°C
pelo mesmo tempo. Consequentemente, as preparagdes foram lavadas em serie

alcoolica 70%, 85% e 96% a temperatura ambiente por um minuto cada.

Conjuntamente, o mix de hibridizacdo foi preparado, utilizando-se um
volumem final de 7uL (MasterMix +sonda) por cada lamina. Foram utilizados 1uL
de DNA Cot bovino (HyblocTM Competitor DNA, Applied Genetics Laboratories
Inc. Melbourne, USA) e 0,6uL de DNA de esperma de salmao (UltrapureTM
Salmon Sperm DNA Solution, Invitrogen®) como DNA supressores a fim de se

inibir a hibridizacdo de sequéncias repetitivas (Bernegossi, 2021).

20



Posteriormente, o mix de hibridizag&o foi desnaturado por 10 minutos a 92°C e
incubado a 37°C durante 30 minutos. No final, o mix desnaturado foi adicionado
na lamina também desnaturada e coberto com uma laminula, e incubada em

camara umida até completar 34 horas de hibridizagéo.

3.4.7.2 Deteccao

Apés a hibridizacdo, as preparacdes foram lavadas por 2 minutos em
solugdo 2xSSC a temperatura ambiente, em solu¢do 0,7xSSC a 72°C por 2
minutos e de novo em solugdo 2xSSC por dos minutos sob agitacéo.
Posteriormente, se adicionaram 100uL de solucéao de bloqueio (TNB), cobrindo-
se a lamina com parafilm durante 10 minutos, para logo adicionar 100uL de TNB
+0,25uL do anticorpo; para as sondas marcadas com Biotina-16-dUT foi
realizada a deteccdo com Streptavidine-Cy5 e para as sondas marcadas com
digoxigenina-11-dUT foi utilizado o anticorpo antidigoxigenina-rodamina. As
preparacdes foram incubadas em camera umida a 37°C durante 45 minutos.
ApOs a deteccdo foram realizadas trés lavagens com TNT a temperatura
ambiente por 5 minutos cada sob agitacéo, para logo realizar a contracoragéo
cromossOmica adicionando 15 pL de DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole)
(Vozdova et al., 2019).

3.5 Anélises moleculares

3.5.1 Extracao, amplificacdo e sequenciamento

A DNA dos fragmentos de 6rgdos coletados foi extraido utilizando o
protocolo de fenol-cloroférmio (Sambrook, 1989) com adaptacéo para o tempo
de digestdo com a proteinase K de 2h com agitacdo para 18h a 60°C. O DNA
extraido foi quantificado por espectrofotometria através do NanoDrop® (Thermo
Fisher Scientific) e diluido para uma concentracao final de 50ng/uL para cada
reacao de PCR.

Foram amplificados parte de trés genes mitocondriais, utilizando cinco
fragmentos relacionados na Tabela 2: dois para Citocromo-B (Cytb), um para a
regido de controle (Dloop) e dois para NADH desidrogenase subunidade 5
(ND5). Foi padronizada cada reacdo da PCR para um volume final de 30pL,
contendo 1x de tampao e 1 U de Tag DNA polimerase (PlatinumTM, Thermo
Scientific), 1,5 mM de MgClz, 0,6 mM de dNTP, 1 mg/ml de BSA, 0,6 pM de cada
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iniciador. As condicbes da PCR consistram em uma etapa inicial de
desnaturacao a 94°C por dois minutos, seguida de 36 ciclos a 94°C durante um
minuto, anelamento a 57°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30
segundos. A extenséo final foi realizada a 72°C por 10 minutos.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos fragmentos de
genes de DNA mitocondrial.

Sequéncias Tamanho

Gene Primers (Forward e Reverse) (pb) Fonte
Cvib L14724 5’ CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTGES 480 Irwin et al
st H15149 5’AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCAS! (1991)
Cytb FARH 5 TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCAZ 650 Duarte et al.
FARL 5'CCATGAGGACAAATATCATTCTGATS’ (2008)
ThrL15926 5'GGTTCCCCGGTCTIGTAAACCY Vila et al,
D-loo 660
P DLH16340 5 CCTGAAGTAGGAACCAGATGY (1999)
ND5 Leul1775 5 TCTAGCAATAGCATGATTYCY 691 Caparroz et al.
ND&12427 STGTTATTAGGAGGGCTCAGGS (2015)
ND512326 5TCTAGCAATAGCATGATTYCY Caparroz et al.
ND5 688
ND512988 STGTTATTAGGAGGGCTCAGGS (2015)

Os produtos da PCR foram corados com SYRB (Invitrogen) e submetidos
para confirmacdo da amplificacdo por eletroforese em gel de agarose 2%,
posteriormente foram purificados usando o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega).

O DNA foi sequenciado em ambas as direcdes (Forward e Reverse) pelo

método de Sanger no sequenciador automéatico ABI 3500 (Applied Biosystems).
3.5.2 Analises filogenéticas

As sequéncias foram exportadas para o programa BioEdit 7.2.6 (Hall,
2004) para a verificacdo visual da qualidade, edicdo e montagem da sequéncia

consenso.

Para a montagem da matriz foram selecionadas sequéncias pertencentes
ao banco de dados do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos
(Nupecce) da Universidade Estadual Paulista (UNESP, Jaboticabal, Brasil) e ao
banco de dados do GenBank, apresentados na Tabela 3, foi utilizado o Rangifer
tarandus (Linnaeus, 1758) como outgroup. A matriz de cada fragmento foi
revisada e alinhada no servidor online MAFFT 7.5 (Katoh et al., 2018).
Posteriormente, foram concatenadas as matrizes de cada fragmento no software
MEGA X (Kumar et al., 2018). Foi construida uma arvore filogenética pelo
meétodo de Inferéncia Bayesiana (IB) através do software MrBayes 3.2.7
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(Ronquist et al., 2012) na plataforma online CIPRES (Miller et al., 2010), também
foi feita a selecdo do melhor modelo evolutivo seguindo os critérios de AIC pelo
Software jModelTest2 2.1.6 (Darriba et al., 2012; Guindon & Gascuel, 2003) na
mesma plataforma. Para estimar os valores da probabilidade posterior foram
incluidas 4 cadeias de MCMC, com cinco milhdes de geracdes, tendo uma
amostragem cada 1000 geracGes em duas corridas distintas. Foi recuperada a
melhor arvore da analise, a qual foi visualizada e editada no aplicativo FigTree
1.4.

Tabela 3. Sequéncias e espécies utilizadas na matriz para as analises
moleculares, a identificacdo refere-se ao nimero de aceso no GenBank com a

fonte do trabalho de origem e as amostras do banco do Nupecce identificadas
com 0 numero T###.

- N . Sequéncias
Espécie Identificagdo Origem Cytb Dioop ND5 Fonte
M. g. medemi T433 Puerto Concordia, Meta, Colémbia  x X X atual
M. nemonvaga JNB32659 Perd_OriAmaz X X X Hassanin et al_, 2012
M. nemonvaga T024 Rondénia, Brasil_OciAmaz X X X Voucher Nupecce
M. nemaonvaga JNGB32660 Guiana Francesa_MNortAmaz X X X Hassanin et al_, 2012
M. nemanvaga T346 Para, Brasil_OrnAmaz X X X Voucher Nupecce
M. nemarivaga MTO08227 Hair_03_MataAtla X - - Oliveira et al_, 2020
M. nemarivaga MTO08226 Hair_01_MataAtla X - - Oliveira et al_, 2020
M. nemarivaga MT008224 T321_Amapa_MorteAmaz X - - Oliveira et al_, 2020
M. nemarivaga MT008225 T359_Guiana_MorteAmaz X - - Oliveira et al_, 2020
M. nemorivaga MT008223 T309_Amapa_MortAmaz X - - Oliveira et al., 2020
M. nemorivaga MTO008218 T019_Rondonia_OciAmazon X - - Oliveira et al., 2020
M. nemorivaga MT008222 T149_Rondonia_OciAmazon X - Oliveira et al., 2020
M. nemorivaga MTO08221 T122_Para_OriAmazon X - - Oliveira et al., 2020
M. nemorivaga MT008220 T049_Para_OriAmazon X - - Oliveira et al., 2020
S. gouazoubira NC020720 Colémbia X X X Hassanin et al., 2012
S. gouazoubira KJ772514 Pantanal, Brasil X X X Caparroz et al_, 2015
S. gouazoubira™ T3rT Paraguay X X X Voucher Nupecce
S. gouazoubira T386 Sao Paulo, Brasil X X X Voucher Nupecce
S. gouazoubira T389 Paraguay X X X Voucher Nupecce
M. americana NC020719 Guiana Francesa X X X Hassanin et al_, 2012
M. americana™ T358 Medtipo X X X Voucher Nupecce
M. rufa™ T385 Medtipo X X X Voucher Nupecce
M. rufa T297 Carajas, Brasil X X X Voucher Nupecce
M. jucunda T373 Bocauva, Brasil X X X Voucher Nupecce
M. jucunda T215 Intervales, Brasil X X X Voucher Nupecce
M. nana T089 Rio Grande do Sul, Brasil X X X Voucher Nupecce
M. nana T185 Parana, Brasil X X X Voucher Nupecce
M. temama T362 México X X X Voucher Nupecce
M. temama T366 México X X X Voucher Nupecce
M. temama JNG32673 Colémbia X X X Hassanin et al., 2012
.sp COLDM Antioquia, Colémbia X - - atual
O. virginianus T432 Meta, Coldmbia X - - atual
O. virginianus JNG3267T1 Guiana Francesa X X X Hassanin et al., 2012
B. dichotomus NC020682 Bolivia X X X Hassanin et al., 2012
O. bezoarticus NC020766 Bolivia X X X Hassanin et al., 2012
R. tarandus MT753444 Russia X X X Artyushin et al_, 2021
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4. RESULTADOS
No trabalho de campo para a obtencdo do topotipo de M. g. medemi foi
coletado um macho adulto (Figura 6 e 7), que seguiu o padrdo da descricdo

morfoldgica feita por Barriga-Bonilla para a espécie.

Descricdo emendada de Mazama gouazoubira medemi BARRIGA-
BONILLA, 1966 (MAMMALIA; CERVIDAE): O espécime coletado teve porte
pequeno, cor geral da pelagem marrom acinzentado escuro, uma banda
comparativamente mais escura na regido media-dorsal, se prologando desde a
regido do pescoco, passando pelo dorso e terminando na cauda. A banda escura
decresce lateral e paulatinamente no corpo até os membros passando por um
marrom acinzentado até chegar ventralmente a uma cor branca forte,
comparativamente mais clara, tanto na regido do abdémen como na parte lateral
interna dos membros anteriores e posteriores, sendo mais escura nos
posteriores. Membros anteriores comparativamente mais curtos que o0s
posteriores. Cauda da mesma cor que o dorso e branca na regiao ventral. Linha
de pelos esbranquicados e antevertidos na linha média dorsal do pescoco.
Orelhas conspicuamente mais escuras dorsalmente, esbranquicadas na base
até se misturar com pelos acinzentados na cabeca. Regido orbitaria mais clara,
com uma faixa supraorbitaria castanha-alaranjada e uma faixa infraorbitaria
comparativamente mais clara. Faixa esbranquicada na regido mentoniana e nos
labios superiores. Tufo de pelos longos na regido frontal da cabeca até a base

dos chifres. Chifres simples ndo curvados e pontiagudos.
Localizacao do registro: Puerto Concordia, Meta, Coldombia.
Coordenadas geograficas do ponto de coleta: 02 46 39.5N; 72 39 31.4W.

Depositado em: Museo de Ciéncias, Programa de Biologia, Faculdade de

Ciéncias, Universidade El Bosque-Campus Usaquén.
No. colecado: MUEB 1280-2.

Cariotipo: 2n=70; NF= 71 + 1-5Bs.
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Figura 6. Espécime coletado na localidade tipo de Mazama gouazoubira medemi Barriga-Bonilla, 1966 (Voucher: MUEB 1280-
2). (A) Vista lateral. (B) Lateral da cabeca. (C) Ventral. (D) Regiéo inguinal. (E) Dorsal da cabeca.
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Figura 7. Pele aberta taxidermizada do top6tipo de Mazama gouazoubira
medemi Barriga-Bonilla, 1966 (Voucher: MUEB 1280-2).

As medidas da biometria corporal e a massa do topo6tipo de M. g. medemi,
apresentadas na Tabela 4, foram avaliadas e utilizadas para a andlise de
componentes principais (PCA) e para a analise de cluster, com excecdo das
medidas dos chifres e testiculos.

Tabela 4. Medidas biométricas (mm) e massa (kg) do topétipo de M. g.
medemi Barriga-Bonilla, 1966.

Caracter Tamanho Caracter Tamanho
Comprimento da cabeca 155 Comprimento do corpo 670
Largura da cabeca 75,5 Abddémen 620
Comprimento da orelha 99 Tdrax 515
Distancia entre olhos 41,2 Diametro do testiculo direito 32
Mandibula 63,7 Diametro do testiculo esquerdo 255
Perimetro do pescogo 238 Comprimento do testiculo direito 67
Altura 420 Comprimento do testiculo esquerdo 56
Metacarpo 127 Comprimento da cauda 79
Metatarso 192 Massa 13,9
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O créanio limpo do topoétipo de M. g. medemi (Figura 8), foi utilizado para
as medidas cranianas sugeridas por Von den Driesch (1978), e apresentadas na
Tabela 5.

Figura 8. Cranio do topotipo de Mazama gouazoubira medemi Barriga-
Bonilla, 1966. (Voucher: MUEB 1280-2). (A) Vista lateral direita, (B) lateral
esquerda, (C) dorsal e (D) ventral. Escala apresentada em centimetros.

Tabela 5. Medidas cranianas (mm) do topétipo de M. g. medemi Barriga-
Bonilla, 1966.

Caracter Tamanho Caracter Tamanho Caracter Tamanho
CcT 176,27 ACR 120,28 MLPP 49,61
ccB 160,12 MCN 52,14 MLFM 14,47
CB 145,49 CCFL 81,2 AFM 16,7
ccc 96,28 CPO 77,45 MLNC 51,94
PP 49,2 CLP 37,36 LFM 52,65
EBC 30,17 DCD 52,24 MLEO 87,02
EBF 115,32 CLM 30,17 LMEO 35,43
cve 80,08 CLP 22,07 Lz 70,36
CFM 97,2 MCIO 28,24 MLEN 20,14
LN 87,07 MAIO 27,43 MLPM 15,99
LR 140,73 MLM 44,85 MLP 51,63
LP 168,07 MLCO 30,27 BCNS 36,75

CT= comprimento total, CCB= comprimento condilobasal, CB= eixo basecranial, CCC= comprimento curto do craneo;
PP= pré-molar prosthion, EBC= eixo basecranial, EBF= eixo basefacial, CVC= comprimento vicerocraniano, CFM=
comprimento frontal mediano; LN= Lambda-nasal; LR= lambda-regi&o mais distal do osso nasal; LP= lambda-prostion;
ACR= acrocranio; MCN= maior comprimento dos nasais; CCFL= comprimento curto facial-lateral; CPO= comprimento
palatal oral, CLP= comprimento lateral do premaxilar, DCD= distancia corrida de dentes, CLM= comprimento da linha
do molar; CLP= comprimento da linha pré-moral; MCIO= maior comprimento interno da drbita; MAIO= maior altura
interna da drbita; MLM= maior largura do mastoide; MLCO= maior largura dos céndilos oxipitais; MLPP= maior largura
das bases do processo paraoccipital, MLFM= maior largura do foramen magno, AFM= altura do foramem magno;
MLNC= maior largura neurocraniana; LFM= largura frontal menor, MLEO= maior largura entre as drbitas, LMEO= largura
minima entre as orbitas; LZ= largura zigomatica; MLEN= maior largura do palatal; MLPM= maios largura entre o pré-
maxilar; MLP= maior largura do palatal; BCNS= basion-ponto mais alto das crista nucal superior.
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4.1 Analise morfologica

4.1.2 Biometria corporal

Para a analise de PCA, foram selecionados o PC1 e o PC2, os quais
explicam o 86,89% da variancia total, sendo 80,13% e 6,76% respectivamente.
Comprovou-se a importancia da PCA, avaliando as correlacdes de cada variavel
com 0s componentes principais utilizados (Tabela 6). Os valores mostraram que
houve uma correlagéo positiva significativa (p>0.85) do PC1 com a maioria das
variaveis, sendo menor, mas ndo baixa, para o comprimento da cauda e o
comprimento da orelha com p=0.81 e p=0.60 respectivamente. O comprimento
do corpo, a massa e o térax, foram as variaveis com maior correla¢cdo com o PC1
com um p>0.95.

Tabela 6. Correlacdo de cada variavel com os componentes principais e a
variancia total explicada de cada um.

Variavel PC1 PC2
Comprimento da cabeca 0.9376036 -0.1367800
Largura da cabega 0.9153338 -0.2839251
Comprimento da orelha 0.6040825 0.6982013
Distancia entre olhos 0.8720665 -0.2248852
Mandibula 0.89767388 -0.06522174
Perimetro do pescogo 0.881264 -0.143636
Altura 0.9494597 0.1611302
Metacarpo 0.8582059 0.3602925
Metatarso 0.9121973 0.2774745
Comprimento do corpo 0.95101519 0.03367749
Abddmen 0.9413154 -0.1448617
Térax 0.9570420 -0.1227411
Comprimento da cauda 0.81821968 -0.03940101
Massa 0.9735263 -0.1177129
Variéncia 0.8013 0.06767

Foram avaliadas também as contribui¢cdes (cargas) de cada medida a
PCA (Figura 9), sendo a variavel do comprimento da cauda a que menos
contribuiu a andlise, e o comprimento do corpo e a altura, as variaveis que mais

contribuiram tanto no PC1 como no PC2.

28



1.0-

0.5-

contrib

9 N
°°.
© 7.0
N
£ 6.5
@)

6.0

-1.0 -05 0.0 0.5 1.0
Dim1 (80.1%)

Figura 9. Contribuicdes dos vetores das 14 medidas corporais utilizadas
para o PCA.

A analise de componentes principais (PCA) construida com os 43
individuos e agrupados por espécie nas dimensfes 1 e 2 (Figura 10), mostrou
que ao projetar as coordenadas dos individuos no plano dos componentes,
houve uma diferenciacéo clara das espécies de maior porte (M. americana e M.
rufa) das outras espécies consideradas de menor tamanho dentro do grupo. Os
individuos pertencentes a espécie S. gouazoubira, diferenciaram-se claramente
do resto das espécies analisadas, se distribuindo num grupo s6, sem nenhuma
sobreposicao. Os individuos das espécies M. nana e M. jucunda apresentaram
a maior sobreposicdo com as outras espécies, se dispersando amplamente nas

dimensoOes da andlise.

Os individuos pertencentes a M. temama mostraram uma dispersdo
consistente, mas com sobreposicdo de individuos pertencentes a espécie M.
nemorivaga. O top6tipo de M. g. medemi mostrou-se distribuido préximo de um
individuo de M. nana e perto das dispersdo das amostras pertencentes a S.
gouazoubira e M. nemorivaga, do que com o resto das espécies, sendo mais

proximo ao padrdo de aglomeracdo de M. nemorivaga.
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Figura 10. Grafico de dispersédo de 14 medidas corporais para diferentes
individuos agrupados por espécies (cores). Os eixos representam as cargas nos
componentes PC1 e PC2. Em destaque com elipses o agrupamento das
amostras das espécies M. nemorivaga (azul) e S. gouazoubira (rosa) e M. g.
medemi (preto).

A analise de cluster por distancia euclidiana, foi composta pelas mesmas
variaveis utilizadas na Analise de Componentes Principais, foi feita a selecéo do
namero de cluster pela analise de intervalos de estatistica (gaps), otimizando a

matriz de distancia em trés clusters (Figura 11).
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Figura 11. Numero otimo de clusters para a matriz de distancia euclidiana
dos dados de biometria corporal.

Foi gerado um dendrograma construido com a matriz de distancia (Figura

12). O conjunto de dados foi subdividido em 3 grupos (clusters). O primeiro
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cluster agrupou os individuos das espécies Mazama americana, M. rufa e M.
jucunda, sendo que Mazama jucunda teve sobreposicdo de um individuo nos
outros dois clusters. Neste mesmo cluster, houve sobreposi¢cao de um individuo
de Subulo gouazoubira (T389). J& o segundo cluster agrupou o resto dos
individuos de S. gouazoubira e uma amostra de M. jucunda (T064). O terceiro
cluster agrupou o topétipo de M. g. medemi e os individuos pertencentes as
espécies Mazama temama, M. nemorivaga e M. nana.
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Figura 12. Dendrograma gerado com a matriz de distancias das medidas
de biometria corporal. Linea cinza: optimizagéo de cluster.
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Tanto na analise de PCA como na andlise de cluster com a matriz de
distancias foram obtidos resultados similares. O topdtipo de M. g. medemi,
distribui-se junto com os individuos pertencentes a M. nemorivaga e se
distanciou de S. gouazoubira. Essa diferenciagdo foi mais evidente no
dendrograma construido com a matriz de distancias, devido a discriminacao por

clusters dessa analise.

4.1.2 Craniometria
Na matriz final para a analise das medidas craniométricas, foi possivel

incluir as medidas tanto do topétipo como do cranio do Paratipo de M. g. medemi
Barriga-Bonilla, 1966.

Como passo inicial para avaliar as medidas utilizadas, foram analisadas
as contribuicbes destas para o PC1 (Figura 13). Sendo 18 medidas as que
realmente contribuiram ao PC1, com uma contribuicdo maior ao 4%, sendo a
Maior Largura entre os nasais (MLEN) e o Eixo Base Cranial (EBC) as duas

medidas menos representadas no PCA.
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Figura 13. Contribuicdo das variaveis ao PC1 com as 20 medidas
cranianas. Linea vermelha indica uma correlacao forte (p=0.85)

Para a analise de PCA, foram selecionados o PC1 e PC2, os quais
explicam o 75,83% da variancia total, sendo 70.41% e 5.42% respectivamente.

Comprovou-se a importancia do PC1, avaliando a correlacdo das 20
variaveis com o componente e seu autovalor (Tabela 7). Em geral, todas as

32



variaveis apresentaram uma correlacdo positiva forte com um p=0,75. As
variaveis com maior correlacdo p>0,95 foram a Largura Zigomatica (LZ), o
lambda-prostion (LP) e Acrocranio (ACR). As variaveis com menor correlacédo
p<0,60 foram o Eixo basecranial (EBC) e a Maior largura entre os nasais (MLEN).

Tabela 7. Correlacéo de cada variavel com o primer componente principal
(PC1), seu autovalor e a variancia explicada.

Caracter PC1 Caracter PC1 Caracter PC1

CT 0.9394982 LN 0.7944024 DCD 0.8526872
CcccC 0.94114409 LP 0.9683622 CLM 0.7667617
PP 0.8865275 ACR 0.9601421 CLPr 0.7771278
EBC 0.5657037 MCN 0.8525027 MCIO 0.78668611
LZ 0.95502207 CLP 0.90216863 MLM 0.7793694
MLEO 0.861048357 MAIO 0.754490377 | MLNC 0.87320993

LMEO 0.8468625 MLEN 0.57488595 | Autovalor 14,0838

Foram também avaliadas as contribuicdes (cargas) de cada variavel a
PCA (Figura 14). As variaveis que menos contribuiram na PCA foram a Maior

largura entre os nasais (MLEN) e o Eixo basecranial (EBC).
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Figura 14. Contribuigdes dos vetores das 20 medidas craneanas ao
PCA.

A andlise de componentes principais (PCA) com as medidas cranianas,
sdo amostrados agrupados por espécie nas dimensodes 1 e 2 (Figura 15). Assim,

foi demostrado que ao projetar as coordenadas dos individuos no plano dos
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Dim2 (5.4%)

componentes houve uma diferenciacdo clara dos individuos pertencentes as
espécies M. americana, M. rufa e M. jucunda. Estas espécies formaram
agrupados nos quadrantes positivos do eixo do PC2 apresentando superposi¢céo
entre as duas primeiras espécies, e a ultima (M. jucunda) em grupo isolado.
Houve uma aglomeracdo dos demais individuos utilizados, impedindo a
discriminacao do resto das espécies avaliadas. O topo6tipo e o paratipo de M. g.
medemi apresentaram uma dispersdo proxima no quadrante 3. O topétipo se
localizou na agrupacdo dos individuos de S. gouazoubira e o paratipo na
superposicdo das duas espécies avaliadas da subtribo Blastocerina (S.

gouazoubira e M. nemorivaga)
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Figura 15. Grafico de dispersdo de 20 medidas craneanas para diferentes
individuos agrupados por espécies (cores). Os eixos representam as cargas nos
componentes PC1 e PC2. Em destaque com elipses o agrupamento das
amostras das espécies M. nemorivaga (laranja) e S. gouazoubira (rosa) e M. g.
medemi (preto).

A analise de cluster por distancia euclidiana, foi composta pelas mesmas
variaveis utilizadas na Analise de Componentes Principais final. Foi feita a
selecdo do numero de cluster pela analise de intervalos de estatistica (gaps),
otimizando a matriz de dados em dois clusters (Figura 16).
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Figura 16. Numero 6timo de clusters para a matriz de distancia dos dados
craniométricos.

O dendrograma gerado com a matriz de distancia analisada para as
medidas craniométricas (Figura 17) dividiu o conjunto de dados em dois grupos
(clusters). O grupo menor corresponde aos individuos pertencentes as espécies
Mazama americana, M. rufa e M. jucunda. O grupo maior corresponde as
espécies M. temama, M. nana, M. nemorivaga e Subulo gouazoubira. Nesse
cluster se recuperaram tanto o topétipo como o paratipo de M. g. medemi,

formando subgrupos ambas as amostras com individuos de M. temama.
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Figura 17. Dendrograma gerado pela matriz de distancia das medidas
craniométricas. Linea cinza: optimizacao por clusters.
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4.2 Analise citogenética

O caribtipo do exemplar coletado (Figura 18), exibiu um namero diploide
(2n) de 70 e um namero fundamental (NF) de 71. Foi composto por 34 pares
autossOmicos acrocéntricos, classificados dentro do grupo E, e o par sexual
composto pelo cromossomo X submetacéntrico e o Y acrocéntrico pequeno. Das
35 metafases analisadas, houve uma variacdo no niumero de cromossomos Bs
de 1 até 5.

1 2 3 4 5. 6 7 8 .9° “10.
E
A0 AN A0 AN AL AR 40 A% 00 o0
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
E
B0 AP AN 00 AN 40 08 6A AA M
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
E

AN AN Aa AM . R.
31 32 33 34

B X Y

E

Figura 18. Cari6tipo 2n=70; NF= 71+04Bs do topoétipo de M. g. medemi
(T433) sob coloragéo convencional Giemsa.

Na analise cromossomica de Bandas C (Figura 19), foi possivel identificar
os blocos de Heterocromatina Constitutiva na regido pericentromérica de todos
0S cromossomos autossomicos. O cromossomo X mostrou-se eucromatico e
sem marcagdo de heterocromatina na regiao centromérica, bem como o
cromossomo Y. Os cromossomos B, variam desde basicamente eucromaticos

como quase totalmente heterocromaticos.
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Figura 19. Cari6tipo 2n=70; NF=71+05Bs do topétipo de M. g. medemi
(T433) sob Bandeamento C.

A analise do cariotipo de M. g. medemi sob Bandeamento G (Figura 20),
permitiu o pareamento correto dos cromossomos homélogos, descartando a

possibilidade de rearranjos cromossdmicos no topoétipo analisado.

lli n " qc LI %‘;j THTEL

E

46 B¢ BB uR S5 82 S8 AF A8 85

11 18 19 20

8 g2 88 S5 k¢ 80 09 0 L

24 25 27 28 29 30

¢ _g “32~ 633: 13? ¢ &2 ¥ “ ’

E

B X Y

Figura 20. Cariétipo 2n=70; NF= 71+03Bs do topoétipo de M. g. medemi
(T433) sob Bandeamento G
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Na analise do carittipo de M. g. medemi sob coloracdo Ag-NOR (Figura
21), foi observado que as regides organizadoras de nucléolo estédo localizadas
na regido telomérica nos dois primeiros pares de cromossomo acrocéntricos do
lote A.
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Figura 21. Cari6tipo 2n=70; NF= 71+04Bs do topétipo de M. g. medemi
(T433) sob coloracdo Ag-NOR.

A efetividade das BACs para a marcagcédo dos cromossomos de interesse
dos animais pertencentes a subtribo Blastocerina, mostrou-se eficaz. A deteccao
dos cromossomos X e 4 de Subulo gouazoubira no cariétipo de M. g. medemi,
confirmaram a similaridade dos cariétipos destas duas espécies. Uma vez que a
marcacgao da sonda utilizada da regiao proximal do cromossomo 1 de Bos taurus
(BAC1p) demostrou sinal de hibridizagdo no cromossomo 4 de ambas as
espécies na mesma regido. O cromossomo 4 de M. g. medemi (MME4),
apresentou um bloco de heterocromatina maior na regido pericentromérica do
gue o0 SGO4 (Figura 22a).

Na detecgéo das homologias do cromossomo X de Subulo gouazoubira
(SGOX) com o cromossomo X de M. g. medemi (MMEX), corroborou-se
acuradamente o sistema sexual simples ja visto com os bandeamentos de
citogenética classica no cariotipo do topoétipo. O sinal de hibridizacdo com as

sondas da regido distal do cromossomo X de Bos taurus (BACXd), mostraram
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marcacado no braco p do cromossomo X submetacéntricos de M. g. medemi
(MMEpX). A sonda da regiao proximal (BACXp) exibiu sinal de hibridizacédo no
braco g do cromossomo X (MMEQX), na mesa ordem que o0 SGOX (Figura 22b).

MME4 SGOX MMEX

Figura 22. FISH mostrando a hibridizacdo de sondas BAC derivadas do
genoma de Bos taurus. (A) Homologia da sonda da regido BAClp nos
cromossomos 4 de S. gouazoubira e M. g. medemi. (B) ) Homologia das sondas
da regido BACXd e BACXp nos cromossomos X de S. gouazoubira e M. g.
medemi. Cromossomos SGO4 e SGOX tomados de (Bernegossi, Vozdova, et
al., 2022).
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4.3 Analise molecular

Foram amplificados e sequenciados os cincos fragmentos propostos para
a recuperacao e localizacao filogenética do topétipo de M. g. medemi dentro da
tribo Odocoileini. Portanto, a matriz final foi elaborada com cinco fragmentos
concatenados dos genes Cytb, Dloop e ND5 de 25 animais, formando um bloco
de 2287pb. O modelo evolutivo selecionado pelo critério Akaike Information

Criterion (AIC) no jModelTest e incluso na matriz foi o TrN+I+G.

A hipétese filogenética obtida pela concatenacgéo dos trés genes, exposta
na Figura 23, em geral, se obtiveram valores de probabilidade posterior de
PP=0,95. As amostras pertencentes as espécies Mazama nana, M. jucunda, M.
americana, M. rufa, M. temama e Odocoileus virginianus estdo agrupadas num
clado monofilético, correspondente a subtribo Odocoileina, sendo bem
recuperada com uma PP=1. As amostras pertencentes as espécies Blastocerus
dichotomus, Ozotoceros bezoarticus, Subulo gouazoubira, Mazama nemorivaga
e o topotipo de M. g. medemi, foram recuperadas num clado correspondente a

subtribo Blastocerina.

Assim, o topdtipo de M. g. medemi foi recuperado num clado monofilético
(i), com amostras pertencentes a espécie M. nemorivaga, e um alto suporte de
PP=1, se diferenciando completamente das amostras pertencentes a espécie S.
gouazoubira (clado ii). Houve uma separacdo das amostras de M. nemorivaga
em dois clados bem suportados (PP=1), encontrando-se uma correspondéncia
geografica: sendo a amostra proveniente de Peru (ocidente amazénico) e do
estado de Rondodnia dentro do Grupo A; e o M. nemorivaga da Guiana Francesa
e do estado do Para junto com o topétipo de M. g. medemi (Grupo B), este ultimo
separado das outras amostras do grupo (norte amazonico) com um alto suporte
(PP=1).
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Figura 23. Filogenia baseada em fragmentos de genes mitocondriais
concatenados Cytb, Dloop e ND5 (2287pb); gerada por Inferéncia Bayesiana
(IB). Os numeros nos nés representam a probabilidade posterior.

A fim de diferenciar com maior resolucdo essa correspondéncia
geografica, foi feita também uma matriz com o gene Citocromo B (cytb) devido a
maior disponibilidade de sequencias deste gene para diferentes animais com
origem variada. Assim a matriz foi composta por 36 animais, com um bloco de

1083pb, sendo o GTR+I+G o0 modelo evolutivo selecionado pelo critério Akaike
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Information Criterion (AIC) no jModelTest, sendo exposta a hipotese filogenética
na Figura 24.
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Figura 24. Filogenia baseada no gene mitocondrial Cytb (1083pb) gerada

por Inferéncia Bayesiana (IB). Os niumeros nos nés representam a probabilidade
posterior.
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A topologia da arvore filogenética sé com Cytb foi congruente com a
hipétese filogenética da matriz concatenada dos cinco fragmentos utilizados. E
apresentado em geral, valores menores de suporte tanto no clado
correspondente as amostras agrupadas na subtribo Odocoileina como do clado
que agrupa as amostras de S. gouazoubira, Blastocerus dichotomus e
Ozotoceros bezoarticus na subtribo Blastocerina.

O clado (i) composto pelas amostras pertencentes a M. nemorivaga,
ratificaram uma correspondéncia geogréfica, com um suporte de PP=1. O grupo
A agrupou as sequéncias provenientes do norte da Amazonia incluindo a Guiana
Francesa e o topétipo de M. g. medemi, sendo discrepante apenas a amostra do
animal T346, procedente do Para, se separando das outras duas amostras do

Grupo C provenientes do oriente da Amazonia.

As amostras de M. nemorivaga, provenientes da Mata Atlantica também
se agruparam num clado separado (Grupo B) do resto das amostras com
ocorréncia na Amazonia, e dentro do Grupo D se recuperaram as sequéncias

provenientes do ocidente da Amazonia, incluindo a amostra com origem no Peru.

5. DISCUSSAO

5.1 Analise morfolégica

O topotipo coletado na localidade tipo de Mazama gouazoubira medemi
Barriga-Bonilla, 1966, apresentou as caracteristicas morfolégicas e a distribuicao
geografica apontadas para o taxon. O local de coleta do top6tipo encontra-se
entre as localidades dos exemplares da série tipo, visto que o holdtipo foi
coletado perto da cidade de San Juan de Arama, e o Paratipo na margem norte
do Rio Guayabero, se distanciando entre eles por 137km aprox. Ambas as
localidades da série tipo sendo do Departamento do Meta. O local de coleta do
topétipo para o taxon M. g. medemi aqui estudado, foi a 45km do Rio Guayabero
no mesmo tipo de ambiente caracteristico da regiao Orinoquia, confirmando a

validade do exemplar coletado para o taxon.

Dentre as caracteristicas morfolégicas distinguiveis descritas por Barriga-

Bonilla na diferenciagéo de M. g. medemi de Subulo gouazoubira (Fischer, 1814)
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e de Mazama murelia Allen, 1915, o topotipo apresentou uma banda
infraorbitaria mais clara em comparacdo com a banda supraorbitaria, e a
auséncia de uma mancha esbranquicada sobre o rinario. O que sugere a
validade do exemplar coletado como um topo6tipo atual para a subespécie M. g.
medemi. Porém, essas caracteristicas ndo sdo caracteres diagnésticos para o
taxon, uma vez que a distincbes baseadas em caracteres morfolégicos ndo sao
consistentes, pela variacdo intraespecifica e porque sao propensos a
convergéncia devido a adaptacao (Duarte et al., 2008; Rossi, 2000).

A partir dos resultados da morfologia externa e dos padrdes de coloracéo
foi possivel a comparacéo do topétipo de Mazama gouazoubira medemi Barriga-
Bonilla, 1966 com outros espécimes do grupo. Em geral, a coloragdo, o
comprimento do corpo, o comprimento da orelha e a coloracdo ventral
esbranquicada podem indicar uma semelhanca maior do topétipo com M.
nemorivaga do que com as outras espécies do grupo (Azevedo et al., 2021;
Rossi, 2000). Um caréter distintivo foi o comprimento das extremidades
anteriores, que sdo visivelmente mais curtas no animal aqui coletado que no
topdtipo de M. nemorivaga coletado na Guiana Francesa (Morales-Donoso,
2017).

Os resultados da PCA e de distancia pela analise de cluster das medidas
corporais, mostraram uma diferenciacdo clara entre os individuos de S.
gouazoubira e as amostras pertencentes a espécie M. nemorivaga, em que 0
topétipo de M. g. medemi esta agrupado dentre os individuos desta ultima
espécie. O gue contrasta com alguns estudos anteriores nos quais nao tinha sido
possivel esta distincdo apenas com medidas corporais (Borges, 2017; Morales-
Donoso, 2017; Vacari, 2021), e que pode ser explicado pelo maior nimero de
amostras utilizadas no presente estudo. Esta constatagcdo demostra a
importancia da utilizagdo de um maior nimero de individuos, como no caso da
PCA e do dendrograma das medidas corporais apresentado com 43 animais, o
que ja tinha sido sugerido por estudos que retrataram essa distingdo

(Bernegossi, Borges et al., 2022; Rossi, 2000).

A discriminagdo por medidas cranianas das espécies discutidas

anteriormente nao foi consistente como nas analises de biometria corporal.
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Entretanto conseguiu-se diferenciar o topétipo do agrupamento formado por
individuos de M. nemorivaga e S. gouazoubira. A distribuicdo do paratipo de M.
g. medemi mostrou-se proxima dos outros taxons de pequeno porte do grupo. A
separacdo do topdtipo e o paratipo € consistente com reportes das diferencas
intraespecificas reportadas para as espécies do grupo (Gonzéalez et al., 2018). O
mesmo ocorreu no estudo realizado por Rossi (2000), que indica a baixa
resolucdo que os caracteres cranianos oferecem para esta distin¢éo, ja que nao
exibem um padrdo consistente entre espécies e sexos, quando sao utilizadas

espécies das duas subtribos de Odocoileini (Merino et al., 2005).

Entretanto, Gonzalez e colaboradores (2018), demostraram a importancia
da utilizacdo de um n amostral amplo, apontando que é possivel distinguir
craniometricamente M. nemorivaga e M. gouazoubira e incluso apresentam
dimorfismo sexual. Porém, no presente trabalho, a utilizacdo de dois exemplares
de M. g. medemi e o universo amostral utilizado para posicionar o topétipo aqui
estudado, permitiu essa distincdo unicamente com as andlises da biometria

corporal, se agrupando no mesmo cllster o paratipo e o topotipo aqui estudado.

5.2 Analise citogenética

A caracterizacao citogenética do topétipo de M. g. medemi mostrou que o
cariétipo observado composto por 2n=70; NF=71, é consistente com o padréo
descrito para a espécie M. nemorivaga. O qual apresenta 34 pares de
Cromossomos autossomos e 0 caracteristico cromossomo X submetacéntrico
(Rossi et al., 2010). A localizacao das regides organizadoras de nucléolo nos
primeiros dois pares de cromossomos autossomos, concorda com o reportado
para individuos de M. nemorivaga (Fiorillo et al., 2013) e com o topétipo da

Guiana Francesa (Morales-Donoso, 2017).

Foram relatados individuos de M. nemorivaga com uma variagdo
cariotipica de 2n=67-69 e NF=70-72 (Fiorillo et al., 2013; Morales-Donoso, 2017;
Resende, 2012), devido a presenca de rearranjos cromossomicos, como a
ocorréncia de sistema sexual multiplo XX/XY1Y2 ou de uma fusado robertsoniana
4;32 (Fiorillo et al., 2013), e confirmando o polimorfismo cromossémico descrito
para M. nemorivaga. Porém, o top6tipo de M. g. medemi ndo apresentou nenhum

tipo de rearranjo cromossémico, e 0 mapeamento do cromossomo X com a
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utiizacdo de sondas BACs conseguiu caracterizar acuradamente esse
cromossomo sexual, descartando a possibilidade da existéncia de sistema

sexual multiplo ja relatado para a espécie (Fiorillo et al., 2013; Resende, 2012).

Uma caracteristica a ressaltar do cromossomo X submetacéntrico do
topdtipo é a auséncia de heterocromatina constitutiva pericentromérica, uma vez
que os estudos focados na caracterizacao cariotipica dos animais pertencentes
a M. nemorivaga utilizados n&o relataram essa particularidade. Os 6 animais
utilizados por Fiorillo e colaboradores (2013), os 8 individuos estudados por
Resende (2012), e o topdtipo atual coletado na Guiana Francesa (Morales-
Donoso, 2017), apresentaram marcacdo da regido pericentromérica no
cromossomo X sob bandeamento C. Além disso, nenhum dos animais avaliados
por estes autores apresentou um cariétipo 2=70 e NF=71 como apresentado aqui

por M. g. medemi.

N&o obstante, a diferenca cariotipica do top6tipo ao respeito dos outros
animais avaliados por esses autores, nao representaria uma barreira
reprodutiva, como apontado por Galindo e colaboradores (2021), onde ao ser
avaliado o papel dos polimorfismos cromossémicos, foi demostrado que com até
duas fusdes céntricas pode-se obter descendéncia fértil (Cursino et al., 2014;
Galindo et al., 2021; Salviano et al., 2017).

5.3 Anélise molecular

Os resultados observados reforcam a polifilia do género Mazama e o
agrupamento das espécies S. gouazoubira e M. nemorivaga dentro da subtribo
Blastocerina, como relatado anteriormente (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al.,
2017b; Hassanin et al., 2012; Heckeberg, 2020). Estes dados reforcam também
a necessidade da formalizagdo de um novo género para M. nemorivaga, como
apontado primeiramente por Duarte e colaboradores (2008) e cujo nome
genérico potencialmente disponivel seria Passalites Gloger, 1841, segundo a

sugestéo de Gutierrez e colaboradores em 2017.

Na andlise filogenética, a partir da concatenacéo dos genes Cytb, Dloop
e ND5, o topotipo analisado agrupa-se dentro do clado conformado pelas
amostras pertencentes a espécie M. nemorivaga. Isso corrobora pela primeira

vez, que filogeneticamente o M. g. medemi, € uma subespécie relacionada com
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M. nemorivaga e ndo com S. gouazoubira, concordando com os apontamentos
feitos por distribuicdo e morfologia para a sinonimizacao desses taxons (Duarte
& Gonzélez, 2010; Rossi, 2000). Ademais, o topotipo formou um clado com as
amostras do Pard e da Guiana Francesa, separando-se do grupo irmao
composto pelas amostras de M. nemorivaga proveniente de Rondbénia e Peru,
concordando com o apontado por Figueiredo (2014), que analisou a existéncia
de linhagens evolutivas diferenciadas correlacionadas com distribuigbes

geograficas.

As analises das relacdes filogenéticas feitas a partir do Cytb, mostraram
uma diferenciacéo clara, com um alto suporte, da discriminagao deste animal, do
resto dos animais pertencentes ao clado que agrupa os animais do norte da
Amazbnia. O agrupamento de M. g. medemi com amostras do Norte e se
diferenciando dos clados da mata atlantica e do oriente e ocidente da Amazonia,
corroboram a hipotese filogenética proposta por Oliveira e colaboradores (2020).
Desta maneira, é denotada a correspondéncia genética-geografica e a existéncia
de linhagens evolutivas dentre o clado que agrupa as amostras de M.
nemorivaga. Devido ao agrupamento do topétipo de M. g. medemi com as
amostras pertencentes ao norte da Amazo6nia num clado bem suportado PP=1,
comprovou-se que o topoétipo pertence a mesma linhagem da amostra
proveniente da localidade tipo de M. nemorivaga (Cuvier, 1817), na Guiana

Francesa.
6. CONCLUSOES

O presente trabalho caracterizou morfolégica, citogenética e
molecularmente um topdtipo de Mazama gouazoubira medemi Barriga-Bonilla
1966, demostrando sua similaridade com M. nemorivaga (Cuvier, 1817) e ndo
como subespécie de S. gouazoubira (Fischer, 1814). O espécime apresenta um
cariotipo ndo comum de 2n=70; NF=71 dentre os individuos da espécie M.
nemorivaga. Nas evidéncias filogenéticas o topoétipo foi recuperado dentro do
clado das amostras de M. nemorivaga pertencentes a Guiana Francesa (loc. typ)
e ao norte da Amazonia, o que sugere o status taxondémico de M. g. medemi

como sindnimo junior de M. nemorivaga.
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